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(57)【要約】
【課題】免疫原性を有する改変された癌細胞粒子を含むワクチン組成物及び該ワクチン組
成物の作製方法を提供する。
【解決手段】癌細胞から脂質を抽出するのに有用な溶媒系を用いて癌細胞を脱脂し、癌細
胞抗原を露出させた改変された癌細胞粒子と、薬学的に許容可能なキャリアとを組み合わ
せたワクチン組成物を提供する。改変された癌細胞粒子は動物又はヒトに投与された場合
、ポジティブな免疫原性応答を開始させ、癌を治療し、予防し、又は癌の進行を遅延させ
るのを助ける。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　脂質含有量が減少した癌細胞を含む組成物であって、
　前記癌細胞は、（ｉ）脂質の全濃度は、もとの癌細胞中の脂質の全濃度の８０％未満で
あり、（ｉｉ）もとの癌細胞において露出又は改変されない、少なくとも１つの露出又は
改変癌細胞関連抗原を有する、組成物。
【請求項２】
　前記少なくとも１つの癌細胞関連抗原は、患者特異的抗原である、請求項１に記載の組
成物。
【請求項３】
　前記少なくとも１つの癌細胞関連抗原は、細胞表面抗原である、請求項１又は２に記載
の組成物。
【請求項４】
　前記少なくとも１つの癌細胞関連抗原は、細胞内の癌特異的抗原を含む、請求項１～３
のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項５】
　前記少なくとも１つの癌細胞関連抗原は、ＡＦＰ，ＡＩＭ－２，ＡＬＬ，ＡＭＬ，７０
７－ＡＰ，ＡＰＬ，ＡＲＴ－４，ＢＡＧＥ，ｂｃｒ－ａｂｌ，ＣＡＭＥＬ，ＣＡＰ－１，
ＣＡＳＰ－８，ＣＤＣ２７，ＣＤＫ４，ＣＥＡ，ＣＬＣＡ２，ＣＭＬ，ＣＴ，ＣＴＬ，Ｃ
ｙｐ－Ｂ，ＤＡＭ，ＥＬＦ２，Ｅｐ－ＣＡＭ，ＥｐｈＡ２，３，Ｅｔｓ，ＥＴＶ６－ＡＭ
Ｌ１，ＦＧＦ－５，ＦＮ，Ｇ２５０，ＧＡＧＥ，ＧｎＴ－Ｖ，Ｇｐ１００，ＨＡＧＥ，Ｈ
ＥＲ－２／ｎｅｕ，ＨＡＬ－Ａ＊０２０１－Ｒ１７０Ｉ，Ｈ／Ｎ，ＨＳＰ７０－２Ｍ，Ｈ
ＳＴ－２，ｈＴＥＲＴ，ｉＣＥ，ＩＬ－１３Ｒα２，ＫＩＡＡ０２０５，ＬＡＧＥ，ＬＤ
ＬＲ／ＦＵＴ，ＭＡＧＥ，ＭＡＲＴ－１／Ｍｅｌａｎ－Ａ，ＭＡＲＴ－２，ＭＣＩＲ，Ｍ
－ＣＳＦ，ＭＨＣ，ＭＳＩ，ＭＵＣ１，ＭＵＣ２，ＭＵＭ－１，ＭＵＭ－２，ＭＵＭ－３
，ＮＡ８８－Ａ，Ｎｅｏ－ＰＡＰ，ＮＰＭ／ＡＬＫ，ＮＳＣＬＣ，ＮＹ－ＥＳＯ－１，Ｏ
Ａ１，ＯＧＴ，ＯＲＦ，ＯＳ－９，Ｐ１５，ｐ１９０ｍｎｏｒ　ｂｃｒ－ａｂｌ，Ｐｍｌ
／ＲＡＲα，ＰＲＡＭＥ，ＰＳＡ，ＰＳＭＡ，ＰＴＰＲＫ，ＲＡＧＥ，ＲＣＣ，ＲＵ１，
２，ＳＡＧＥ，ＳＡＲＴ－１，ＳＡＲＴ－２，ＳＡＲＴ－３，ＳＣＣ，ＳＳＸ－２，ｓｕ
ｒｖｉｖｉｎｇ－２Ｂ，ＳＹＴ／ＳＳＸ，ＴＥＬ／ＡＭＬ１，ＴＧＦβＲＩＩ，ＴＰＩ，
ＴＲＡＧ－３，ＴＲＧ，ＴＲＰ－１，ＴＲＰ－２，ＴＲＰ－２／ＩＮＴ２，ＴＲＰ－２／
６Ｂ，ＴＳＴＡ，及びＷＴ１から選ばれる、請求項１～４のいずれか一項に記載の組成物
。
【請求項６】
　さらに樹状細胞を含む、請求項１～５のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項７】
　さらに免疫賦活剤を含む、請求項１～６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項８】
　前記脂質含有量が減少した癌細胞は、癌細胞の全タンパク質含有量の５０％超を保持す
る、請求項１～７のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９】
　前記脂質含有量が減少した癌細胞は、癌細胞のコレステロール含有量よりも低いコレス
テロール含有量を有する、請求項１～８のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記組成物は、動物又はヒトの免疫応答の開始用である、請求項１～９のいずれか一項
に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記組成物は、癌増殖、癌と関連した状態又は臨床症状の治療、緩和、又は抑制用であ
る、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
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　前記組成物は、ワクチンである、請求項１０又は１１に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記組成物は、細胞媒介性免疫系に対する細胞内の癌特異的抗原の提示用である、請求
項１～９のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１４】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の組成物を含む、ワクチン組成物。
【請求項１５】
　癌細胞上で抗原決定基を露出する請求項１～９のいずれか一項に記載の組成物を製造す
るためのインビトロにおける方法であって、
　流体中の癌細胞を抽出溶媒と接触させること、及び、
　前記癌細胞から脂質を抽出するのに十分な時間、前記流体と前記抽出溶媒を混合し、そ
れにより脂質含有量が減少した癌細胞を産生することを含み、
　前記癌細胞は、（ｉ）脂質の全濃度は、もとの癌細胞中の脂質の全濃度の８０％未満で
あり、（ｉｉ）もとの癌細胞において露出又は改変されない、少なくとも１つの露出又は
改変癌細胞関連抗原を有する、方法。
【請求項１６】
　ワクチン組成物を作製するためのインビトロにおける方法であって、
　請求項１５に記載の方法で得られる脱脂された癌細胞を樹状細胞にパルスし、癌細胞ハ
イブリッドを形成すること、及び
　薬学的に許容可能なキャリアを加えること、
　を含む、方法。
【請求項１７】
　さらに、免疫賦活剤を加えること、を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記抽出溶媒は、４～８個の炭素含有エーテル、１～８個の炭素含有アルコール、又は
これらの組み合わせである、請求項１５～１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　抽出溶媒は、エチルエーテル、プロピルエーテル、ハロゲン化エーテル、非対称エーテ
ル、ジイソプロピルエーテル、ブタノール、ペンタノール、ヘキサノール、ヘプタノール
、オクタノール、又はこれらの組み合わせから選ばれる１種又は２種以上である、請求項
１８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、癌細胞から脂質を抽出するのに有用な溶媒系を用いる脱脂方法を提供し、そ
れによって、改変された癌細胞粒子を作製する。癌細胞の脱脂に際して、癌細胞抗原のい
くつかは無傷のままである。これらの露出された抗原（すなわちエピトープ）は、抗体産
生を促進及び増進する。結果として生じる脂質含有量が減少した改変された癌細胞又は癌
細胞の一部分は、動物又はヒトに投与された場合、ポジティブな免疫原性応答を開始させ
、癌の発症若しくは進行を治療、予防、又は遅延するのを助ける。本発明は、薬学的に許
容可能なキャリアと共に改変された癌細胞を含む自己ワクチン組成物及び異種ワクチン組
成物を提供する。本発明は、癌の発症若しくは進行を治療、予防、又は遅延するためにこ
れらのワクチン剤を投与する方法を提供する。
【背景技術】
【０００２】
序論
　癌は、様々な病因の中でも、毎年何十億もの動物及びヒトに影響し、社会に莫大な経済
的負担を与える。癌は、異常な塊、組織塊、又は過剰な細胞分裂から生じた、良性若しく
は悪性である癌性の細胞として定義することができる。癌は、医薬分野における当業者の
医師、特に腫瘍学に通じた医師に既知である、それらの癌をすべて含む。癌は外胚葉細胞
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、中胚葉細胞及び内胚葉細胞から生じるものを含むが、これらに限定されず、そして免疫
系、内分泌系、中枢神経系、呼吸系、生殖器系、胃腸系及び外皮の癌を含む。そのような
癌は、ＡＩＤＳ関連癌、副腎皮質癌、肛門癌、膀胱癌、腸癌、脳及び中枢神経系の癌、乳
癌、カルチノイド癌、子宮頸癌、軟骨肉腫、絨毛腫、結腸直腸癌、内分泌癌、子宮内膜癌
、ユーイング肉腫、眼癌、胃癌、消化管癌、泌尿生殖器癌、神経膠腫、婦人科癌、頭頸部
癌、肝細胞癌、ホジキン病、下咽頭癌、膵島細胞癌、カポジ肉腫、腎臓癌、喉頭癌、白血
病、肝臓癌、肺癌、リンパ腫、黒色腫、基底細胞癌、中皮腫、骨髄腫、鼻咽腔癌、神経芽
細胞腫、非ホジキンリンパ腫、食道癌、骨肉腫、卵巣癌、膵臓癌、下垂体癌、腎細胞癌、
前立腺癌、網膜芽細胞腫、横紋筋肉腫、肉腫、皮膚癌、扁平上皮細胞癌、胃癌、精巣癌、
胸腺癌、甲状腺癌、移行細胞癌、絨毛性癌、子宮癌、膣癌、ヴァルデンストレームマクロ
グロブリン血症、ウィルム癌、他の腫瘍及び癌の形態によって生じたものを含む。
【０００３】
　正常細胞と同様に、癌細胞はそれらを囲む細胞膜の主成分として脂質を含んでいる。な
ぜ癌細胞が形成されるかは完全には知られていないが、一般には、癌は細胞分裂の異常制
御によって引き起こされると考えられる。これは、免疫系の異常、遺伝的な異常、放射線
にによって引き起こされた変異、特定のウイルス、日光、及びタバコ、ベンゼン、及び他
の化学物質のような癌を引き起こす薬剤によって引き起こされるかもしれない。患者が癌
を罹患する場合、熱、悪寒、寝汗、体重減少、食欲不振、疲労、倦怠感、息切れ、胸痛、
下痢、血便、血尿、他の不快感を含む多くの症状を被る。
【０００４】
　癌細胞は制御不能な様式で増殖するが、この細胞は必ずしも身体に対して「外来のもの
」として見えず、したがって標的とするのが困難であるので、患者の身体から癌を除去す
ることは困難なことである。既存の癌治療は、癌細胞への標的化が不十分な傾向があり、
したがって患者の健常な組織に対して非常に有害である。そのような治療は、Ｘ線、化学
療法、陽子線療法、手術又はそれらの組み合わせを含む。これらの癌細胞に対してポジテ
ィブな免疫応答を引き起こすような、身体の免疫系の刺激が可能となることが好ましい。
【０００５】
　ヒト免疫系は、異なる外来の因子から共同で身体を防御する様々な細胞型から成る。免
疫系は、主として抗原認識及び抗原除去に関与する、体液性免疫応答及び細胞性免疫応答
を含む、外的要素の標的化及び除去のための複数の手段を提供する。外的要素に対する免
疫応答は、通常はマクロファージ又は樹状突起細胞（dendrite cells）である、抗原提示
細胞（ＡＰＣ）と組み合わせて、Ｂリンパ球（Ｂ細胞）又はＴリンパ球（Ｔ細胞）の存在
を必要とする。ＡＰＣは抗原を捕捉する、特殊化した免疫細胞である。一旦ＡＰＣに入る
と、抗原は、抗原表面の固有のマーカーであるエピトープと呼ばれるより小さな断片に分
解される。これらのエピトープは、ＡＰＣの表面上に続いて提示され、外来の因子の防御
における抗体応答を引き起こす役割がある。
【０００６】
　体液性免疫応答において、（固有のエピトープマーカーの形式で）身体に対して外来の
抗原を提示するＡＰＣが認識される場合、Ｂ細胞は活性化され、増殖して抗体を産生する
。これらの抗体は、ＡＰＣ上に存在する抗原に対して特異的に結合する。抗体が結合した
後、ＡＰＣは抗原全体を包み込み、それを死滅させる。この種の抗体免疫応答は、主とし
て様々な感染の予防に関与する。
【０００７】
　細胞性免疫応答において、外来の抗原を提示するＡＰＣを認識すると、Ｔ細胞は活性化
される。細胞性免疫応答には２つの工程がある。第１の工程は、増殖して、ＡＰＣにより
提示された抗原を特異的に示す標的細胞を死滅させる、細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）又は
ＣＤ８＋キラーＴ細胞の活性化を含む。第２の工程は、抗体の産生及びＣＤ８＋細胞の活
性を制御するヘルパーＴ細胞（ＨＴＬ）又はＣＤ４＋Ｔ細胞を含む。ＣＤ４＋Ｔ細胞は、
ＣＤ８＋Ｔ細胞に対してそれらが効率的に増殖し、機能することを可能にする増殖因子を
提供する。
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【０００８】
　今では、癌細胞が癌関連抗原を発現すると知られているが、癌細胞は、免疫系から癌抗
原を隠す能力のために、及び／又は露出された抗原がヒト免疫系を正常に認識又は許容す
る正常で非変異の分化分子又は分化タンパク質であるために、免疫応答をしばしば回避す
る可能性がある。癌の治療に効果的な免疫療法の使用のために、患者は、癌部位に到達し
、且つ癌細胞を破壊するエフェクター機構を有し得る十分な数の癌反応性リンパ球を有す
るか、又は提供される必要がある。
【０００９】
　現在まで、癌を標的化し浸透する能力、癌による抗原発現の消失に対処する能力、抗癌
前駆物質を活性化させるために癌の不能化を行う能力、及び免疫抑制因子の局所的な存在
に取り組む能力を含む、癌ワクチンによって生じた免疫応答は、癌の回避メカニズムを克
服することができていない。いくつかの成功は、自己リンパ球をｅｘ ｖｉｖｏで癌細胞
に対して感作し、次に患者中へ注入により戻されるという細胞移入療法で観察されている
。
【００１０】
　癌ワクチン免疫療法のためのアジュバントの１つは、患者のポジティブな抗癌免疫応答
を誘発する非常に強力な抗原提示細胞である樹状細胞（ＤＣ）を使用する。樹状細胞は、
ＭＨＣクラスＩ及びＭＨＣクラスＩＩ分子、ナイーブＴ細胞、ＣＤ４＋ヘルパーＴ細胞、
ＣＤ８＋細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞及び胸腺由来
ＮＫ（ＮＫＴ）細胞の刺激のためのシグナルを提供する共刺激性分子及び接着分子を発現
する。ＤＣには、様々な型の分子を取り込む能力がある。したがって、ＤＣは様々な形式
で腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）を包含することが可能であり、ワクチンとして投与することが
できる。
【００１１】
　ＤＣに基づいた１つのアプローチは、癌抗原発現の保持をＤＣの抗原提示能力及び免疫
刺激性能力と組み合わせるために、ＤＣと癌細胞との融合によって生成されたＤＣ－癌細
胞ハイブリッドを使用する。動物モデルにおいて、ＤＣ－癌細胞ハイブリッドによる免疫
付与は、いくつかの形式の抗癌的な防御を提供するか、又は発症した疾患を根絶すること
ができる。癌細胞株又は初代ヒト癌細胞（乳癌細胞を含む）で構成された自己ＤＣのハイ
ブリッドは、自己癌細胞型に対してＣＴＬ応答をｉｎ ｖｉｔｒｏで誘導することが示さ
れている。腎細胞癌及び神経膠腫の治療のための最近の第Ｉ相臨床試験は、ＤＣ－癌細胞
ハイブリッドによるワクチン接種が患者の抗癌免疫応答を安全に誘導することができるこ
とを実証している。ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を使用する従来の融合技術は、再
現性の欠如及び方法の標準化の難しさによって妨げられる。代替案として、電気融合をＤ
Ｃ－癌細胞ハイブリッドの産生に使用している。
【００１２】
　したがって必要なものは、癌のさらなる増殖を防止するために、癌細胞を破壊するので
はなく、むしろ改変して、自己免疫応答又は異種免疫応答を誘発する効果的な脱脂プロセ
スである。
【００１３】
　必要なものは、防御免疫応答を開始させることが可能な改変された癌細胞を患者に提供
するための治療方法及び治療系である。
【００１４】
　さらに必要なものは、患者のポジティブな免疫応答を誘発するために既存のＤＣ－癌細
胞療法技術で使用することができる腫瘍関連抗原を、同定及び明らかにする方法である。
【００１５】
　必要なものは、患者に防御免疫応答を開始することができる改変された癌細胞を投与す
ることを含む、抗体産生を増進する方法である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
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【００１６】
【非特許文献１】Akporiaye, et al著「乳癌治療のための樹状細胞－腫瘍細胞融合ワクチ
ンの前臨床研究（Pre-Clinical Studies of Dendritic Cell-Tumor Cell Fusion Vaccine
s to Treat Breast Cancer
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　本発明は、本明細書において記述されたワクチンの投与を介して、癌を治療し、癌を予
防し、又は癌の発症を遅らせ、又は癌の進行を遅らせるための単純で効果的、且つ効率的
な方法を提供することによって上記された問題を解決する。本発明の方法は、癌関連抗原
の構造に対して有害な効果を有しない溶媒系を利用して、癌細胞の脂質構造を改変するの
に効果的である。本発明は、脱脂を介して、少なくとも部分的に除去された脂質エンベロ
ープを有する改変された癌細胞を作製するために、最適な溶媒／エネルギー系を利用し、
それにより、単独で又はＤＣ－癌細胞ハイブリッドの形態で、患者のポジティブな免疫応
答を生み出すことができる癌関連抗原を露出又は改変し、患者に増殖する癌に対するある
程度の防御を提供するか、若しくは癌の発生又は再発を予防するか、若しくは癌の発症を
遅らせる。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　本発明は、癌細胞が改変形態で存在するような癌細胞を含む体液の処理によって、癌に
対して自己由来の患者特異的なワクチンを産生するのにも効果的である。ワクチンを作製
するために、癌サンプルを患者から取り出し（すなわち、生検を実行するか、又は癌細胞
を含む血液若しくは他のサンプルを取り出す）、癌細胞を単離し、癌細胞抗原の構造的な
全体性を保持する最適な溶媒系を使用して部分的に脱脂する。１つの実施の形態において
、脂質含有量が減少した改変された癌細胞を作製するためにこの様式で処理された癌細胞
は、動物又はヒトの免疫応答を開始し、脱脂された癌細胞の露出したエピトープと結合す
る抗体を作製するために、動物又はヒトのような受容者に薬学的に許容可能なキャリア及
び任意でアジュバントと共に投与される。別の実施の形態において、改変された癌細胞を
作製するためにこの様式で処理された癌細胞は、例えばＤＣ－癌細胞ハイブリッドを作製
するために使用され、次に、動物又はヒトの免疫応答を開始し、脱脂された癌細胞の露出
したエピトープと結合する抗体を作製するために、動物又はヒトのような受容者に薬学的
に許容可能なキャリア及び任意でアジュバントと共に投与される。
【００１９】
　したがって、部分的に脂質エンベロープを除去し、エンベロープの下に隠されたタンパ
ク質抗原を露出又は改変することによって、脂肪含有癌細胞から新規のワクチンを開発す
ることができる効果的な方法が提供され、様々な手段を介して患者に再度導入された場合
に、今度はポジティブな免疫応答を生じる。
【００２０】
　本発明により治療され得る癌は、医薬分野における当業者の医師、特に腫瘍学に通じた
医師に既知のそれらの癌をすべて含む。癌は外胚葉細胞、中胚葉細胞及び内胚葉細胞から
生じるものを含むが、これらに限定されず、並びに免疫系、内分泌系、中枢神経系、呼吸
系、生殖器系、胃腸系及び外皮の癌を含む。そのような癌は、ＡＩＤＳ関連癌、副腎皮質
癌、基底細胞癌、肛門癌、膀胱癌、腸癌、脳及び中枢神経系の癌、乳癌、カルチノイド癌
、子宮頸癌、軟骨肉腫、絨毛腫、結腸直腸癌、内分泌癌、子宮内膜癌、ユーイング肉腫、
眼癌、胃癌、消化管癌、泌尿生殖器癌、神経膠腫、婦人科癌、頭頸部癌、肝細胞癌、ホジ
キン病、下咽頭癌、膵島細胞癌、カポジ肉腫、腎臓癌、喉頭癌、白血病、肝臓癌、肺癌、
リンパ腫、黒色腫、中皮腫、骨髄腫、鼻咽腔癌、神経芽細胞腫、非ホジキンリンパ腫、食
道癌、骨肉腫、卵巣癌、膵臓癌、下垂体癌、腎細胞癌、前立腺癌、網膜芽細胞腫、横紋筋
肉腫、肉腫、皮膚癌、扁平上皮細胞癌、胃癌、精巣癌、胸腺癌、甲状腺癌、移行細胞癌、
絨毛性癌、子宮癌、膣癌、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、ウィルム癌、他
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の腫瘍及び癌の形態から生じたものを含む。
【００２１】
　したがって本発明の目的は、薬学的に許容可能なキャリア中に、脂質含有量が減少し、
少なくとも１つの癌細胞抗原を含む癌細胞と任意で免疫賦活剤を含むワクチン組成物を提
供することである。
【００２２】
　本発明の別の目的は、薬学的に許容可能なキャリア中に、脂質含有量が減少し、少なく
とも１つの癌細胞抗原を含む癌細胞と、樹状細胞と、任意で免疫賦活剤を含むワクチン組
成物を提供することである。
【００２３】
　さらに、本発明の別の目的は、動物又はヒトの免疫原性応答を誘導するのに有用な医薬
の調製において、脂質含有量が減少し、少なくとも１つの抗原を有する癌細胞を使用する
ことである。医薬品はさらに免疫賦活剤又は樹状細胞を含んでもよい。
【００２４】
　さらに、本発明の別の目的は、免疫原性応答が動物又はヒトの癌を治療又は予防する、
動物又はヒトの免疫原性応答を誘導するのに有用な医薬の調製において、脂質含有量が減
少し、少なくとも１つの抗原を有する癌細胞を使用することである。医薬はさらに免疫賦
活剤又は樹状細胞を含んでもよい。
【００２５】
　したがって、本発明の目的は、そこに含まれる脂質含有量を減少させるように、癌細胞
を改変するために癌細胞を処理する方法を提供することである。
【００２６】
　本発明のさらなる目的は、動物又はヒトに、脂質含有量が減少し、少なくとも１つの癌
細胞抗原を含む癌細胞を投与するとによって、癌を治療する方法を提供することである。
【００２７】
　本発明の別の目的は、動物又はヒトに、脂質含有量が減少し、少なくとも１つの癌細胞
抗原を含む癌細胞を投与するとによって、癌を予防するか、又は癌の発症を遅らせる方法
を提供することである。
【００２８】
　本発明のさらなる目的は、癌細胞抗原を提示するＤＣ－癌細胞ハイブリッドを使用して
癌を治療する方法であって、該癌細胞は脂質含有量が減少し、少なくとも１つの癌細胞抗
原を含む、方法を提供することである。
【００２９】
　本発明のさらなる目的は、癌細胞抗原を提示するＤＣ－癌細胞ハイブリッドを使用して
、癌を予防するか、又は癌の発症を遅らせる方法を提供することである。
【００３０】
　本発明の別の目的は、癌細胞上で抗原決定基を露出する方法を提供することである。
【００３１】
　本発明のさらなる目的は、完全に又は部分的に癌細胞を脱脂し、それによって脂質含有
量が減少し、少なくとも１つの癌細胞抗原を含む改変された癌細胞を作製することである
。
【００３２】
　本発明のさらなる目的は、癌細胞の構造タンパク質又は抗原を保持しながら、癌細胞を
部分的に、実質的に、又は完全に脱脂することである。
【００３３】
　本発明のさらに別の目的は、癌細胞が部分的に脱脂された改変された癌細胞である、Ｄ
Ｃ－癌細胞ハイブリッドを含むワクチンを使用する本発明の方法を使用して、癌を有する
ヒト及び動物を治療することである。その治療は、薬学的に許容可能なキャリア及び任意
で免疫賦活化合物と共に、動物又はヒトに投与されてもよい。
【００３４】
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　本発明のさらに別の目的は、脂質含有量が減少し、少なくとも１つの癌細胞抗原を含む
癌細胞を含むワクチンを使用する本発明の方法を使用して、癌を有するヒト及び動物を治
療することである。その治療は、薬学的に許容可能なキャリア及び任意で免疫賦活剤化合
物と共に、動物又はヒトに投与されてもよい。
【００３５】
　本発明のさらに別の目的は、癌細胞が脂質含有量が減少し、少なくとも１つの癌細胞抗
原を含む、ＤＣ－癌細胞ハイブリッドを含むワクチンを投与することによる本発明の方法
により、癌を発症する危険性のあるヒト及び動物を治療することである。その治療は、薬
学的に許容可能なキャリア及び任意で免疫賦活剤化合物と共に、動物又はヒトに投与され
てもよい。
【００３６】
　本発明のさらに別の目的は、減少した脂質を有し、少なくとも１つの癌細胞抗原を含む
癌細胞を投与することによる本発明の方法により、癌を発症する危険性のあるヒト及び動
物を治療することである。
【００３７】
　本発明のさらに別の目的は、動物又はヒトの免疫原性応答を開始するために、薬学的に
許容可能なキャリア及び任意で免疫賦活剤化合物と共に、動物又はヒトに投与されてもよ
い、脂質含有量が減少した癌細胞由来の癌細胞関連抗原を含むワクチンを投与することに
よる本発明の方法を使用して、癌を有するヒト及び動物を治療することである。
【００３８】
　本発明のさらに別の目的は、動物又はヒトの免疫原性応答を開始するために、薬学的に
許容可能なキャリア及び任意で免疫賦活剤化合物と共に、動物又はヒトに投与されてもよ
い、脂質含有量が減少し、少なくとも１つの癌細胞抗原を含む癌細胞を含む癌細胞を含む
ワクチンを投与することによる本発明の方法を使用して、癌を発症する危険性のあるヒト
及び動物を治療することである。
【００３９】
　本発明のさらなる別の目的は、動物又はヒトにおける抗体の産生をもたらす免疫原性応
答を開始するために、脂質含有量が減少し、少なくとも１つの癌細胞抗原を含む癌細胞を
、薬学的に許容可能なキャリアと共に動物又はヒトに投与することを含む、抗体産生を増
進する方法を提供することである。
【００４０】
　本発明はまた、脂質含有量が減少し、少なくとも１つの癌細胞抗原を含む癌細胞であっ
て、患者に投与された場合、この癌細胞が免疫応答を誘発し、癌に対する防御を刺激する
、癌細胞を提供する。
【００４１】
　本発明はまた、部分的に脱脂された癌細胞を含む患者特異的な改変された癌細胞であっ
て、その部分的に脱脂された癌細胞が、脱脂されていない癌細胞を脱脂プロセスに露出す
ることによって産生され、脂質含有量が減少した癌細胞が、該脱脂されていない癌細胞に
おいて露出又は改変されなかった少なくとも１つの露出又は改変された患者特異的抗原を
含む、癌細胞を提供する。
【００４２】
　本発明はまた、脂質含有癌細胞から脂質を抽出することができる第１の有機溶媒と流体
中の脂質含有癌細胞が接触すること、脂質含有癌細胞から脂質を抽出するのに十分な時間
、流体及び第１の有機溶媒を混合すること、有機相及び水相を分離させること、及び患者
に投与された場合に改変された癌細胞がポジティブな免疫応答を誘発することができる、
脂質含有量が減少した改変された癌細胞を含む水相を回収することを含む、ワクチンを作
製する方法を提供する。
【００４３】
　本発明はまた、患者から脂質含有癌細胞を含む流体を得る工程と、脂質含有癌細胞を含
む流体を、脂質含有癌細胞から脂質を抽出することができる第１の有機溶媒と接触させる
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工程と、流体及び第１の有機溶媒を混合する工程と、有機及び水相を分離させる工程と、
脂質含有量が減少した改変された癌細胞粒子を含む水相を回収する工程と、脂質含有量が
減少した改変された癌細胞が動物又はヒトにおいてポジティブな免疫応答を誘発する、脂
質含有量が減少した改変された癌細胞を含む水相を動物又はヒトに導入する工程とを含む
、複数の脂質含有癌細胞を有する患者においてポジティブな免疫応答を誘発する方法を提
供する。
【００４４】
　明示された実施形態に対する様々な改変は当業者に容易に明らかであり、本明細書にお
いて示された開示は、本発明の精神及び範囲から逸脱せずに、他の実施形態及び用途に対
して適用可能であり得る。
【００４５】
　明細書に組み入れられ、明細書の一部を形成する添付の図面は、本発明の好ましい実施
形態を説明する。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１】蛍光活性化細胞分別（ＦＡＣＳ）（フィコエリトリン（ＰＥ）標識）によって測
定されるような、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０癌細胞の未熟な樹状細胞による取り込みを示
した図である。
【図２】ＦＡＣＳ（フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）標識）によって測定
されるような、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０癌細胞の未熟な樹状細胞による取り込みを示し
た図である。
【図３】治療的なワクチン接種及び癌増殖の低減を示した図である。
【図４】図３に類似しており、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０癌細胞をパルスしたＤＣを使用
する、治療的なワクチン接種を示した図である。
【図５】脱脂されたＢ１６－Ｆ１０癌細胞を使用する予防的ワクチン接種を示した図であ
る。
【図６】図５に類似しており、ＤＣ及び脱脂されたＢ１６－Ｆ１０癌細胞を使用する、予
防的ワクチン接種を示した図である。
【図７】抗原特異的応答を誘導するために、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０癌細胞を使用する
、治療的ワクチン接種を示した図である。
【図８】抗原特異的応答を誘導するために、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０癌細胞を使用する
、治療的ワクチン接種を示した図である。
【図９】抗原特異的応答を誘導するために、ＤＣ及び脱脂されたＢ１６－Ｆ１０癌細胞を
使用する、治療的ワクチン接種を示した図である。
【図１０】抗原特異的応答を誘導するために、ＤＣ及び脱脂されたＢ１６－Ｆ１０癌細胞
を使用する、治療的ワクチン接種を示した図である。
【図１１】治療的ワクチン接種の実験計画の概略図である。
【図１２】予防的ワクチン接種の実験計画の概略図である。
【発明を実施するための形態】
【００４７】
定義
　用語「流体」とは、動物又はヒトのような生物から得られた体液（これに限定されない
）を含む、癌細胞を含む任意の流体を意味する。本発明の方法により処理され得る流体は
、血漿と、血清と、リンパ液と、脳脊髄液と、腹水と、胸膜水と、心嚢液と、精液、射精
液、卵胞液及び羊水（これらに限定されない）を含む、生殖器系の様々な流体と、正常血
清、ウシ胎仔血清又は任意の他の動物又はヒトに由来した血清のような細胞培養試薬と、
抗体及びサイトカインの様々な調製物のような免疫学的試薬とを含むが、これらに限定さ
れない。生物から得られたそのような体液は生物の中に含まれる他の流体を含むが、これ
らに限定されない。他の流体は、任意の選択された流体中に懸濁された癌細胞を含む実験
用サンプルを含んでもよい。他の流体は細胞培養試薬を含んでおり、それらの多くは、様
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々な動物から得られ、細胞及び組織培養の用途において増殖培地として使用する「正常血
清」（これらに限定されない）を含む、生物から得られた流体のような生体化合物を含む
。
【００４８】
　用語「第１の抽出溶媒」とは、脂質含有細胞又は流体からの脂質の抽出を促進するため
に使用する、１つ又は複数の溶媒を含む溶媒を意味する。用語「第１の抽出溶媒」は、本
明細書において「第１の有機溶媒」と同じ意味で使用される。この溶媒は流体に添加され
、除去されるまで流体中に残存する。適切な第１の抽出溶媒は、アルコール、炭化水素、
アミン、エーテル及びそれらの組み合わせ（これらに限定されない）を含む、脂質を抽出
又は溶解する溶媒を含む。第１の抽出溶媒はアルコール及びエーテルの組み合わせでもよ
い。第１の抽出溶媒は、ｎ－ブタノール、ジ－イソプロピルエーテル（ＤＩＰＥ）、ジエ
チルエーテル及びそれらの組み合わせを含むが、これらに限定されない。別の実施形態に
おいて、第１の抽出溶媒は任意で界面活性剤を含んでもよい。
【００４９】
　用語「第２の抽出溶媒」は、第１の抽出溶媒の部分の除去を促進するために利用され得
る、１つ又は複数の溶媒として定義される。適切な第２の抽出溶媒は、流体からの第１の
抽出溶媒の除去を促進する任意の溶媒を含む。第２の抽出溶媒は、エーテル、アルコール
、炭化水素、アミン及びそれらの組み合わせ（これらに限定されない）を含む、第１の抽
出溶媒の除去を促進する任意の溶媒を含む。好ましい第２の抽出溶媒は、流体から、ｎ－
ブタノールのようなアルコールの除去を促進する、ジエチルエーテル及びジ－イソプロピ
ルエーテルを含む。用語「解乳化剤」は、水層中のエマルジョンに存在し得る第１の抽出
溶媒の除去を助ける第２の抽出溶媒である。用語「解乳化剤」とは、水層中のエマルジョ
ンに存在し得る第１の抽出溶媒の除去を助ける試薬を意味する。
【００５０】
　当業者に既知の界面活性剤及び界面活性物質は、本発明中の少なくとも第１の抽出溶媒
と組み合わせて使用されてもよい。そのような界面活性剤及び界面活性物質は、様々なイ
オン性界面活性剤及び非イオン性界面活性剤を含むが、これらに限定されない。そのよう
な界面活性剤及び界面活性物質は、様々な形態のトリトン（Triton）又はツイーン（Twee
n）を含むが、これらに限定されない。
【００５１】
　用語「改変された癌細胞」及び「癌細胞粒子」は、同じ意味で使用され、それらの脂質
含有量を減少させるために癌細胞への本発明のプロセスの適用に起因する、改変された癌
細胞、癌細胞粒子又はその断片を記述する。
【００５２】
　用語「脱脂」は、癌細胞から脂質の全濃度の少なくとも一部を除去するプロセスを指す
。
【００５３】
　用語「脂質」は、ヒト又は動物中に存在する脂肪又は脂肪様物質の群の任意の１つ又は
複数として定義される。脂肪又は脂肪様物質は水における不溶性及び有機溶媒中の可溶性
を特徴とする。用語「脂質」は当業者に既知であり、極性脂質、無極性脂質、複合脂質、
単純脂質、トリグリセリド、脂肪酸、グリセロリン脂質（リン脂質）、スフィンゴ脂質、
脂肪酸のエステルのような真脂肪（true fat）、グリセロール、セレブロシド、ワックス
、及びコレステロール及びエルゴステロールのようなステロールを含むが、これらに限定
されない。癌細胞からの除去が可能な脂質は、極性脂質、無極性脂質、スフィンゴ脂質、
コレステロール、リン脂質又はそれらの組み合わせの除去を含むが、これらに限定されな
い。１つの実施形態において、改変された癌細胞中に残存する脂質の全濃度は、もとの癌
細胞中の脂質の全濃度の８０％未満である。別の実施形態において、改変された癌細胞中
に残存する脂質の全濃度は、もとの癌細胞中の脂質の全濃度の５０％未満である。好まし
い実施形態において、改変された癌細胞中に残存する脂質の全濃度は、もとの癌細胞中の
脂質の全濃度の３０％未満である。さらなる実施形態において、改変された癌細胞中に残
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施形態において、改変された癌細胞中に残存する脂質の全濃度は、もとの癌細胞中の脂質
の全濃度の１０％未満である。さらなる実施形態において、改変された癌細胞中に残存す
る脂質の全濃度は、もとの癌細胞中の脂質の全濃度の５％未満である。別の実施形態にお
いて、改変された癌細胞中に残存する脂質の全濃度が、もとの癌細胞中の脂質の全濃度の
１％～８０％の間である。
【００５４】
　さらに、脱脂されていない癌細胞と比較して、改変された癌細胞及び癌細胞粒子は、１
つの実施形態において全タンパク質含有量の５０％を超えるタンパク質回収率を有しても
よい。
【００５５】
　用語「薬学的に許容可能なキャリア又は薬学的に許容可能なビヒクル」は、有害な生理
応答を引き起こさずに、生きている動物又はヒト組織に接触する用途のための適切であり
、有害な様式で組成物の他の構成要素と相互作用しない、水又は生理食塩水、ゲル、軟膏
、溶媒、希釈剤、流体軟膏基礎剤、リポソーム、ミセル、巨大ミセル等（これらに限定さ
れない）を含む、任意の流体を意味するために、本明細書において使用される。
【００５６】
　用語「患者」は動物又はヒトを指す。
【００５７】
　用語「患者特異的抗原」は、その患者へ導入された場合、患者に特異的な免疫応答を誘
導することができる抗原を指す。そのような患者特異的抗原は、癌関連抗原又は腫瘍関連
抗原であってもよい。患者特異的抗原は、任意の抗原（例えば癌関連抗原）も含んでいる
。
【００５８】
　用語「腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）又は癌細胞関連抗原」は、腫瘍又は癌細胞と関連するも
のとして当業者に既知の抗原を指す。本発明によって具体化されたＴＡＡの非限定的な例
は、表１中に見出すことができる。ＴＡＡが細胞表面抗原（癌細胞に結合した膜）を含む
ことができることは、当業者に明らかである。多くのそのような抗原、例えばＧＰ－１０
０には糖鎖が付加する。別の実施形態において、ＴＡＡはまた細胞内の癌特異的抗原を含
むことができる。本明細書において実証されるように、ＤＣは脱脂された癌細胞を取り込
み、処理することができる。したがって、本発明は、細胞媒介性免疫系に対する細胞内の
癌特異的抗原の提示のための方法を包含する。
【００５９】
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【００６０】



(13) JP 2013-116925 A 2013.6.13

10

20

30

40

50

【表１－２】

【００６１】
改変された癌細胞を生産する方法
　当業者は、複数の脱脂プロセスが本発明の範囲内に包含されることを認識する。好まし
い実施形態において、機械混合系と共に溶媒系は実質的に癌細胞を脱脂するために使用さ
れる。脱脂プロセスは、系の中への溶媒及びエネルギー入力の合計量に依存する。様々な
溶媒レベル及び混合方法は、下記に述べられるように、プロセスの全体の枠組みに依存し
て使用することができる。癌細胞の脂質含有量を減少させる本発明の方法の実行により、
改変された癌細胞又は癌細胞粒子が作製される。これらの改変された癌細胞は、より低レ
ベルの脂質を有しており、免疫原性である。本方法は、未処理の癌細胞によって通常は免
疫系に提示されないエピトープを露出又は改変する。脱脂はエピトープを露出するだけで
なく、抗原の脱脂後に提示されるコンフォーメーション形態のために、腫瘍関連抗原の抗
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原処理及び提示を促進すると考えられている。本発明の方法は、先行技術の方法が遭遇し
た多数の問題を解決する。癌細胞の脂質エンベロープの脂質含有量を実質的に減少させ、
改変された癌細胞を無傷のままにすることによって、本発明の方法は追加の抗原を露出又
は改変する。宿主免疫系は、改変された癌細胞を外来のものとして認識する。本発明の方
法を使用して作製されるものは、追加の抗原が露出される改変された癌細胞又は癌細胞粒
子であり、それによって投与後に患者においてポジティブな免疫原性応答を開始するため
に実際の癌細胞のエピトープを使用する。
【００６２】
　本明細書において開示された方法のいくつかの実施形態により得られた、改変され、部
分的に脱脂された癌細胞又は癌粒子は、いくつかの局面において、動物又はヒトにおける
治療的免疫付与及び免疫応答の誘導のための新規の治療ワクチン組成物を表す。１つの局
面において、本明細書において開示された方法により得られた、改変され、部分的に脱脂
された癌細胞は、癌に罹患した動物又はヒトにおける治療的免疫付与及び免疫応答の誘導
に有用である。別の実施形態において、本明細書において開示された方法により得られた
改変された癌細胞は、癌が発症する可能性がある場合、免疫応答を誘発するために、癌を
有しない動物及びヒトの免疫付与に有用である。本発明の１つの実施形態において、改変
され、部分的に脱脂された癌細胞及びそのような細胞を含む組成物の投与は、癌増殖、癌
と関連した状態又は臨床症状の治療、緩和、又は抑制の新たな方法を提供する。
【００６３】
　本発明のいくつかの態様に従って得られた部分的に脱脂された癌細胞及び癌細胞粒子は
、従来の癌細胞と相違する少なくともいくつかの構造的特性を有する。そのような特性は
、脂質含有量の減少、改変されたタンパク質含有量、又は脂質含有量に対するタンパク質
含有量の比率を含むが、これらに限定されない。例えば、本発明のいくつかの実施形態に
記載の部分的に脱脂された癌細胞又は癌細胞粒子は、脱脂されていない癌細胞のコレステ
ロール含有量よりも低いコレステロール含有量を有する。１つの実施形態において、部分
的に脱脂された癌細胞粒子のより低コレステロール含有量は、脱脂されていない癌細胞の
コレステロール含有量よりも少なくとも７０％～９９％低いかもしれない。別の実施形態
において、改変されていない癌細胞と比較して、改変され、部分的に脱脂された癌細胞粒
子中のコレステロール含有量は、例えば約９９％、９０％、７０％、５０％、３０％、又
は２０％まで減少する。コレステロールが、癌細胞の処理の後に減少し得る脂質のほんの
１つの形態であることは理解されるべきであり、本明細書において定義されるような他の
脂質、又はこれらの脂質の組み合わせが減少されてもよい。
【００６４】
　改変され、部分的に脱脂された癌細胞は、例えば癌細胞の全タンパク質含有量の５０％
超を保持するように特徴づけられてもよい。本発明の１つの実施形態において、改変され
た癌細胞で保持されるＴＡＡは表１で見出されるＴＡＡを含むが、これらに限定されない
。別の実施形態において、ＴＡＡはＧＰ１００及びＴＲＰ－２を含む。しかしながら、改
変された癌細胞で保持されたＴＡＡは、存在する癌の型に依存して様々であることが当業
者によって認識される。
【００６５】
ワクチン産生に有用な脱脂された癌細胞又は癌粒子を産生する癌細胞からの脂質の除去で
使用される典型的な溶媒系
　脂質含有癌細胞を部分的に又は完全に脱脂するプロセス、及びワクチンの産生で利用さ
れる溶媒又は溶媒の組み合わせは、１つの実施形態においてタンパク質の回収を介して測
定することができる、癌細胞の抗原成分を保持しながら脂質を可溶化するのに効果的な任
意の溶媒又はその組み合わせであり得る。癌細胞の抗原成分を無傷のままにするこの脱脂
プロセスは、適切な溶媒－エネルギー系の定義の問題である。適切な溶媒は炭化水素、エ
ーテル、アルコール、フェノール、エステル、ハロ炭化水素、ハロカーボン、アミン、及
びそれらの混合物を含む。芳香族炭化水素、脂肪族炭化水素、又は脂環式炭化水素も使用
されてもよい。本発明と使用されてもよい他の適切な溶媒は、アミン及びアミンの混合物
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を含む。好ましい溶媒の組み合わせはアルコール及びエーテルを含む。１つの溶媒系は、
水、又は生理学的に許容される緩衝液のような緩衝液において、濃縮又は希釈のいずれか
が行なわれるＤＩＰＥである。１つの溶媒の組み合わせはアルコール及びエーテルを含む
。別の好ましい溶媒は、非対称エーテル又はハロゲン化エーテルの形態のいずれかで、エ
ーテル又はエーテルの組み合わせを含む。
【００６６】
　最適な溶媒系は、第１に、少なくとも部分的に癌細胞を脱脂すること、及び第２に、癌
細胞の抗原性タンパク質に対する有害作用をほとんど又は全く有しないことの２つの目的
を達成するものである。さらに、患者において免疫応答を開始するのに使用することがで
きるように、溶媒系は、癌細胞粒子の全体性を維持するべきである。したがって、特定の
溶媒、溶媒の組み合わせ、及び溶媒濃度が癌細胞タンパク質の許容できない分解を結果的
にもたらすので、本発明において使用するには、厳しすぎるかもしれないことは留意され
るべきである。
【００６７】
　真空及び場合によっては熱によって、癌細胞の抗原を破壊せずに除去を促進するために
、溶媒、又は溶媒の組み合わせが比較的低沸点であることが好ましい。熱はタンパク質に
対して有害な効果を有する可能性があるので、溶媒、又は溶媒の組み合わせが低温で利用
されることも好ましい。溶媒、又は溶媒の組み合わせが、癌細胞を少なくとも部分的に脱
脂することもまた好ましい。
【００６８】
　脱脂された癌細胞からの溶媒の除去は、第２の抽出溶媒又は解乳化剤の使用によって遂
行されてもよい。例えば、エーテルのような解乳化剤は、エマルジョンからのアルコール
のような第１の溶媒を取り除くのに使用されてもよい。溶媒の除去は、追加の溶媒を利用
しない他の方法を通して遂行されてもよく、炭の使用を含むが、これらに限定されない。
炭はスラリーで、又はその代わりに混合物が適用されるカラム中に使用されてもよい。炭
は溶媒を取り除く好ましい方法である。パーベーパレイション法はまた、脱脂された癌細
胞混合物から１つ又は複数の溶媒を取り除くために利用されてもよい。
【００６９】
　本発明中の脂質含有癌細胞からの脂質の除去で使用される適切なアミンの例は、水の中
で実質的に不混和性のものである。典型的なアミンは、少なくとも６個の炭素原子の炭素
鎖がある脂肪族アミンである。そのようなアミンの非限定的な例はＣ6Ｈ13ＮＨ2である。
【００７０】
　本発明で使用するのに好ましいアルコールは、単独で使用された場合、血漿又は他の体
液とあまり混和性でないアルコールを含む。そのようなアルコールは、ペンタノール、ヘ
キサノール、ヘプタノール、オクタノール、及びより高い炭素数を含むアルコールを含む
、直鎖アルコール及び分枝鎖アルコールを含むが、これらに限定されない。アルコールは
、単独で又は他の溶媒、例えばエーテルと組み合わせて使用されてもよい。アルコールの
濃度は他の溶媒と組み合わせてではなく単独で使用された場合に、脂質を除去するために
採用されてもよい。例えば、アルコールの濃度範囲は、０．１％～９９．９％である。例
えば、採用されてもよいアルコールの濃度は、０．１％、１．０％、２．５％、５％、１
０．０％及び２５％以上であるが、これらに限定されない。
【００７１】
　アルコールが別の溶媒、例えばエーテル、炭化水素、アミン、又はそれらの組み合わせ
と組み合わせて使用される場合、Ｃ1～Ｃ8含有アルコールが使用されてもよい。別の溶媒
と組み合わせて使用するに好ましいアルコールは、Ｃ4～Ｃ8含有アルコールを含む。した
がって、本発明の範囲以内にある好ましいアルコールは、ブタノール、ペンタノール、ヘ
キサノール、ヘプタノール及びオクタノール、並びにそれらのイソ型である。特に、Ｃ4

アルコール又はブタノール（１－ブタノール及び２－ブタノール）が好ましい。具体的な
アルコールの選択は利用される第２の溶媒に依存する。好ましい実施形態において、低級
アルコールは低級エーテルと組み合わされる。
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【００７２】
　エーテル単独で又は他の溶媒（好ましくはアルコール）と組み合わせて使用した場合、
エーテルは、本発明の方法で使用される別の好ましい溶媒である。エチルエーテル、ジエ
チルエーテル、及びプロピルエーテル（ジ－イソプロピルエーテル（ＤＩＰＥ）を含むが
、これに限定されない）（これらに限定されない）を含む、Ｃ4～Ｃ8含有エーテルが特に
好ましい。非対称エーテルもまた利用されてもよい。ハロゲン化対称エーテル及びハロゲ
ン化非対称エーテルも利用されてもよい。
【００７３】
　エーテルなどの低濃度の溶媒は、他の溶媒と組み合わせてではなく単独で使用された場
合に、脂質を除去するために採用されてもよい。例えば、エーテルの低濃度の範囲は、０
．５％～３０％である。例えば、利用されてもよいエーテルの濃度は、０．６２５％、１
．０％、１．２５％、２．５％、３％、５．０％及び１０％以上であるが、これらに限定
されない。エーテルの希釈溶液が細胞から脂質を除去するのに効果的であることが観察さ
れた。そのような溶液は、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）のような水性緩衝液中の水溶
液又は溶液であってもよい。重炭酸、クエン酸、トリス、トリス／ＥＤＴＡ及びトリズマ
（Trizma）（これらに限定されない）を含む、他の生理的な緩衝液を使用してもよい。好
ましいエーテルはジ－イソプロピルエーテル（ＤＩＰＥ）及びジエチルエーテル（ＤＥＥ
）である。ＤＩＰＥ及びＤＥＥの溶媒混合物のように、エーテルも本発明中で組み合わせ
て使用してもよい。低濃度のエーテルもまたアルコール（例えばｎ－ブタノール）と組み
合わせて使用してもよい。
【００７４】
　エーテル及びアルコールが、脂質含有癌細胞から脂質の除去のために第１の溶媒として
組み合わせて使用される場合、アルコール及びエーテルの組み合わせが免疫原性タンパク
質に有害な効果がなく、少なくとも部分的に癌細胞から脂質を除去するのに効果的であれ
ば、任意の組み合わせを使用することができる。流体中に含まれる癌細胞の処理のために
、アルコール及びエーテルが第１の溶媒として組み合わせられる場合、この溶媒中のエー
テルに対するアルコールの有用な比率は、約９９．９９部のエーテルに対して約０．０１
部のアルコール～４０部のエーテルに対して６０部のアルコールの範囲であり、具体的な
範囲は互いに、約９０部のエーテルに対して約１０部のアルコール～９５部のエーテルに
対して５部のアルコールの比率範囲で、約９０部のエーテルに対して約１０部のアルコー
ル～５０部のエーテルに対して５０部のアルコールの比率範囲で、約８０部のエーテルに
対して約２０部のアルコール～５５部のエーテルに対して４５部のアルコールの比率範囲
で、約７５部のエーテルに対して約２５部のアルコールの範囲である。１つの実施形態に
おいて、エーテルに対するアルコールの比率は、１部のエーテル及び癌細胞を含む９８部
の流体に対して、１部のアルコールである。
【００７５】
　アルコール及びエーテルの特に好ましい組み合わせは、ブタノール及びＤＩＰＥの組み
合わせである。流体中に含まれる癌の処理のための第１の溶媒として、ブタノール及びＤ
ＩＰＥが組み合わせられる場合、この溶媒中のＤＩＰＥに対するブタノールの有用な比率
は、互いに、約９９．９９部のＤＩＰＥに対して約０．０１部のブタノール～４０部のＤ
ＩＰＥに対して６０部のブタノールであり、具体的には、約９０部のＤＩＰＥに対して約
１０部のブタノール～９５部のＤＩＰＥに対して５部のブタノールの比率範囲で、約９０
部のＤＥＰＥに対して約１０部のブタノール～５０部のＤＩＰＥに対して５０部のブタノ
ールの比率範囲で、約８０部のＤＩＰＥに対して約２０部のブタノール～５５部のＤＩＰ
Ｅに対して４５部のブタノールの比率範囲で、約７５部のＤＩＰＥに対して約２５部のブ
タノールの範囲である。別の実施形態において、腫瘍細胞含有流体に対する組み合わされ
た溶媒の比率範囲は、約９９．５部の腫瘍細胞含有流体に対して約０．５部の組み合わさ
れた溶媒～１部の癌細胞含有流体に対して２部の組み合わされた溶媒である。
【００７６】
　アルコール及びエーテルの別の組み合わせは、ＤＥＥとブタノールの組み合わせである
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。ブタノールを第１の溶媒としてＤＥＥと組み合わせて使用する場合、ＤＥＥに対するブ
タノールの有用な比率は、約９９．９９部のＤＥＥに対する約０．０１部のブタノール～
４０部のＤＥＥに対する６０部のブタノールであり、具体的には、約９０部のＤＥＥに対
する約１０部のブタノール～９５部のＤＥＥに対する５部のブタノールの比率範囲で、約
９０部のＤＥＥに対する約１０部のブタノール～５０部のＤＥＥに対する５０部のブタノ
ールの比率範囲で、約８０部のＤＥＥに対する約２０部のブタノール～５５部のＤＥＥに
対する４５部のブタノールの比率範囲で、約６０部のＤＥＥに対する約４０部のブタノー
ルの範囲である。
【００７７】
　さらに、ｎ－ブタノールを含む溶媒を利用する場合、本発明は最終的な溶媒／癌細胞懸
濁液中に約０．１％～５％のｎ－ブタノールをもたらす溶媒の比率も使用することができ
、例えば、０．１％、０．５％、１％、２％、３％、４％又は５％のｎ－ブタノールが使
用されてもよい。
【００７８】
　液化炭化水素は、癌細胞中に見出された脂質のような低極性の化合物を溶解する。癌細
胞の脂質膜を破壊するのに特に効果的なのは、約３７℃で実質的に水不混和性及び流体で
ある炭化水素である。適切な炭化水素は、石油エーテル、ヘキサン、ヘプタン、オクタン
のようなＣ5～Ｃ20脂肪族炭化水素と、クロロホルム、１，１，２－トリクロロ－１，２
，２－トリフルオロエタン、１，１，１－トリクロルエタン、トリクロロエチレン、テト
ラクロロエチレン、ジクロロメタン及び四塩化炭素のようなハロ脂肪族炭化水素と、各々
が直鎖、分岐鎖又は環状構造、飽和又は不飽和であるチオ脂肪族炭化水素と、ベンゼンの
ような芳香族炭化水素と、トルエンのようなアルキルアレーンと、ハロアレーンと、ハロ
アルキルアレーンと、チオアレーンとを含むが、これらに限定されない。他の適切な溶媒
はまた、ピリジン及びその脂肪族誘導体、そのチオ誘導体又はそのハロ誘導体のような、
飽和複素環式化合物又は不飽和複素環式化合物を含んでいてもよい。
【００７９】
　本発明で使用されるのに適切なエステルは、酢酸エチル、酢酸プロピル、酢酸ブチル及
びプロピオン酸エチルを含むが、これらに限定されない。使用されてもよい適切な界面活
性剤／界面活性物質は、硫酸塩、スルホネート、リン酸塩（リン脂質を含む）、カルボキ
シレート及びスルホサクシネートを含むが、これらに限定されない。本発明で有用ないく
つかの陰イオンの両親媒性の物質は、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、デシル硫酸ナ
トリウム、ビス－（２－エチルヘキシル）ナトリウムスルホサクシネート（ＡＯＴ）、コ
レステロール硫酸及びラウリン酸ナトリウムを含むが、これらに限定されない。
【００８０】
露出された癌細胞関連抗原の産生ための癌細胞及びその処理
　上述のように、癌細胞の癌細胞関連抗原を露出するために、様々な癌が本発明の方法で
処理されてもよい。好ましい実施形態において、動物又はヒトから得られた癌サンプルは
、脂質の除去及び癌細胞関連抗原の露出又は改変のために本発明の方法で処理される。こ
の実施形態において、生検のような癌サンプルは、様々な外科技法を含む従来の任意の手
段によって動物又はヒト患者から得ることができ、そして癌細胞を単離するためにそのサ
ンプルを処理する。いくつかの癌細胞は、血漿、腹水、胸膜水、心嚢液及び脳脊髄液のよ
うな流体から得てもよい。癌細胞を切除し、単離させるそのような方法は、当業者に既知
である。
【００８１】
　一旦この様式で、又は例えば癌細胞のサンプルを収容する保存施設から癌細胞を得る場
合、上記されるように、癌細胞を、癌細胞中の脂質を可溶化することができる第１の有機
溶媒と接触させる。第１の有機溶媒は、第１の溶媒が実質的に癌細胞の脂質を可溶化する
（例えば細胞を囲む脂質エンベロープを溶解する）のに効果的な量で存在する比率で、癌
細胞又は癌細胞を含む培地と組み合わされる。培地に対する第１の溶媒の許容可能な比率
（癌細胞を含む培地に対する第１の有機溶媒の比率として表された）は、０．５～４．０
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：０．５～４．０、０．８～３．０：０．８～３．０、及び１～２：０．８～１．５の範
囲と記述される。様々な他の比率は、培地の性質、及びその培地中の癌細胞の濃度に応じ
て適用されてもよい。例えば、細胞培養液の場合には、０．５～４．０：０．５～４．０
と、０．８～３．０：０．８～３．０、及び１～２：０．８～１．５の範囲が、細胞培養
液に対する第１の有機溶媒の比率で利用されてもよい。
【００８２】
　上記されるように、癌細胞を含む培地を、第１の溶媒と接触させた後に、第１の溶媒及
び培地は、ゆっくりした撹拌と、激しい撹拌と、ボルテックスと、旋回と、振盪と、ホモ
ジナイゼーションと、転倒回転の適切な混合方法のうちの任意の１つを含むが、これらに
限定されない方法を使用して混合される。１つの実施形態において、第１の溶媒及び培地
は転倒回転を使用して混合される。別の実施形態において、第１の溶媒及び培地は振盪に
よって混合される。
【００８３】
　培地と第１の溶媒との十分な混合に必要な時間は、利用された混合方法に関係する。培
地は、有機相と水相との間で密接な接触を可能にするのに十分な時間、及び第１の溶媒が
癌細胞中に含まれていた脂質を少なくとも部分的に又は完全に可溶化するのに十分な時間
混合される。典型的には、混合は、利用する混合方法及び処理する細胞量に依存して、約
５秒～約２４時間、１０秒～約２時間、約１０秒～約１０分、又は約３０秒～約１時間の
時間で行われる。異なる方法に関連した混合時間の非限定例は、次の文で提示される。ゆ
っくりした撹拌及び転倒回転が、約５秒～約２４時間の時間行われてもよい。激しい撹拌
及びボルテックスが、約５秒～約３０分の時間で行われてもよい。旋回が、約５秒～約２
時間の時間で行われてもよい。ホモジナイゼーションが、約５秒～約１０分の時間で行わ
れてもよい。振盪が、約５秒～約２時間の時間で行われてもよい。
【００８４】
溶媒の分離
　第１の溶媒を培地と混合した後に、溶媒は処理されている培地から分離される。有機相
及び水相は、当業者に既知の任意の適切な様式によって分離されてもよい。第１の溶媒が
流体の中で典型的には不混和性であるので、２つの層は分離が可能であり、不要な層が除
去される。不要な層は溶解された脂質を含む溶媒層であり、その同定は、当業者に既知で
あるように、溶媒の密度が水相よりも大きいか又は小さいかに依存する。この様式の分離
の利点は、溶媒層中に溶解される脂質が除去されてもよいことである。
【００８５】
　さらに分離は、ピペッティングによって不要な層を除去すること、遠心分離後に分離さ
れる層の除去が行なわれること、層を含んでいるチューブの底の経路又は穴の作製し、下
層が通り過ぎることを可能にすること、特異的な層に対する接近及びそれらの層の除去を
促進するために容器の長軸に沿って特異的な長さである弁又はポートを備えた容器を利用
すること、並びに当業者に既知の任意の他の手段（これらに限定されない）を含む手段に
よって達成されてもよい。層を分離する別の方法は、特に溶媒層が揮発性である場合、任
意で穏やかな加熱と組み合わせた、室温における減圧蒸留又は蒸発によるものである。遠
心分離を利用する１つの実施形態において、約５～１５分間、９００×ｇのような比較的
低い重力が、相を分離するために利用される。
【００８６】
　溶媒を除去する好ましい方法は、炭、好ましくは活性炭の使用によるものである。この
炭は、任意にカラム中に含まれる。代替的に、炭はスラリー状で使用されてもよい。炭の
生体適合性のある様々な形式が、これらのカラムで使用されてもよい。溶媒を除去するパ
ーベーパレイション法及び炭の使用は、溶媒を除去する好ましい方法である。
【００８７】
　処理された培地からの第１の溶媒の分離後に、第１の溶媒のいくらかはエマルジョンと
して水層で捕捉されたままでもよい。任意で、解乳化剤が、捕捉された第１の溶媒の除去
を促進するのに利用される。さらに溶媒を除去する別の方法は、中空糸型接触器の使用で
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ある。解乳化剤は第１の溶媒の除去を促進するのに効果的な任意の試薬であってもよい。
　好ましい解乳化剤はエーテルであり、より好ましい解乳化剤はジエチルエーテルである
。解乳化剤は流体に加えられてもよく、又は代替的に、流体は解乳化剤で分散してもよい
。ワクチン調製物において、約１部のエマルジョンに対して約０．５～４．０の比率のア
ルカン（体積：体積）は、解乳化剤として利用され、その後洗浄することによって、ワク
チンの調製に使用される残った脱脂された癌細胞から、残存アルカンを除去することがで
きる。好ましいアルカンは、ペンタン、ヘキサン、高次直鎖アルカン及び分枝鎖アルカン
を含むが、これらに限定されない。
【００８８】
　エーテルのような解乳化剤は前段落中に記述されていたような手段を含めて、当業者に
既知の手段によって除去されてもよい。系からエーテルのような解乳化剤を除去する１つ
の便利な方法は、運転中のドラフト又は環境から解乳化剤を回収及び除去するための他の
適切な装置の中で系からエーテルを蒸発させることである。さらに、解乳化剤は、約１０
～２０ｍｂａｒの圧力の有る状態又は圧力のない状態で、より高温度（例えば約２４～３
７℃へ）を適用することによって除去されてもよい。解乳化剤を除去する他の方法は、遠
心分離による分離、その後の吸引による有機溶媒の除去、さらにその後の減圧下（例えば
５０ｍｂａｒ）での蒸発、又はさらに蒸発を助けるためのメニスカス上に窒素のような不
活性ガスの供給を伴う。
【００８９】
　癌細胞又は本発明の脱脂方法により処理された癌細胞の断片は、当業者に既知の方法を
使用して、回収又は濃縮されてもよい。そのような方法は、遠心分離、濾過、篩分け、細
胞選別及びクロマトグラフィー（例えば親和性クロマトグラフィー）を含むが、これらに
限定されない。
【００９０】
癌細胞を含む体液を処理する方法（脱脂）
　本発明の方法が、連続的又は不連続的な様式で利用されることが理解される。不連続的
な操作又はバッチモードの操作において、本発明は、ヒト又は動物からこれまでに得られ
た癌組織サンプル又は分散細胞を利用する。サンプルは、少なくとも部分的に若しくは完
全に脱脂された癌細胞、又は改変された癌細胞を含む新しいサンプルを産生するために、
本発明の方法により処理される。本発明のこの様式の１つの実施形態は、動物又はヒトか
らこれまでに得られ、続いてＤＣ－癌細胞ハイブリッドの作製に使用するために、細胞バ
ンク中に保存された癌細胞サンプルを処理することである。これらのサンプルは、癌を除
去するために、又は癌の増殖を最小限にするために、本発明の方法により投与されてもよ
い。
【００９１】
　癌細胞の脱脂は様々な手段によって達成することができる。バッチ法は、新鮮な癌細胞
又は保存された癌細胞に使用することができる。この場合、様々な記述された有機溶媒又
はその混合物は、癌細胞の脱脂に使用することができる。抽出時間は、溶媒又はその混合
物及び採用された混合手順に依存する。
【００９２】
　本発明の方法の使用を介して、脂質含有癌細胞の脂質レベルを減少させ、例えば、脱脂
された癌細胞粒子を含む流体を患者に投与してもよい。改変された癌細胞粒子を含むその
ような流体は、ワクチンとして作用し、免疫応答を生じさせて癌の重症度を減少させるこ
とによって、患者において癌に対する防御を提供するか、又は癌に罹患した患者への治療
を提供することができる。これらの改変された癌粒子は、改変された癌細胞粒子の露出し
たエピトープに対する受容者の免疫応答を誘導する。代替的に、改変された癌細胞粒子は
薬学的に許容可能なキャリア、及び任意でアジュバントと組み合わせて、受容者の免疫応
答を誘導するために、ヒト又は動物に、ワクチン組成物として投与されてもよい。
【００９３】
　本発明の別の実施形態において、脂質含有量が減少し、少なくとも１つの抗原を有する
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癌細胞は、動物又はヒトの免疫原性応答を誘導するのに有用な医薬品の調製に使用される
。医薬品はさらに免疫賦活剤又は樹状細胞を含んでもよい。
【００９４】
　本発明のさらなる別の実施形態は、免疫原性応答が動物又はヒトの癌を治療又は予防す
る、動物又はヒトの免疫原性応答を誘導するのに有用な医薬品の調製において、脂質含有
量が減少し、少なくとも１つの抗原を有する癌細胞を使用する。
【００９５】
ワクチン産生－実施形態１
　少なくとも部分的に又は実質的に脱脂され、腫瘍関連抗原を露出した改変された癌細胞
は、免疫原性特性を有しており、ワクチンを含む組成物を作製するために薬学的に許容可
能なキャリアと組み合わされる。このワクチン組成物は、任意でアジュバント又は免疫賦
活剤と組み合わせて、動物又はヒトに投与される。組み合わせワクチンを含む自己ワクチ
ン及び非自己ワクチンの両方が、本発明の範囲内である。ワクチン組成物が、複雑な癌に
対する防御を提供するために、改変された癌細胞又はその構成要素の２つ以上の型を含ん
でもよいことは理解されるべきである。
【００９６】
樹状細胞及び脱脂された癌細胞を利用するワクチン産生－実施形態２
　樹状細胞は患者内の抗腫瘍応答を誘導するのに使用することができる。樹状細胞は、免
疫監視、抗原捕捉、及び抗原提示に関与する細胞のネットワークを形成する、造血に由来
する白血球である。当業者に既知のｉｎ ｖｉｔｒｏでＤＣを単離及び増殖するための多
数の技術があり（M.B. Lutz et al. J. Imm. Methods 223(1999) 9277-9279を参照）、し
たがってそれらを免疫戦略に使用することができる。現在まで、既知の癌抗原を有する合
成ペプチド、クラスＩ分子に由来する剥がれたペプチド（stripped peptides）、腫瘍Ｒ
ＮＡ、又は腫瘍溶解物と共に、ＤＣを癌に対する患者の免疫原性応答を改善するのに使用
してきた。
【００９７】
　１つの実施形態において、腫瘍組織は取り出され、上記発明に従って脱脂され、リン酸
緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中に入れられ、単細胞懸濁液を産生するのに使用される。例え
ば液体窒素中で、複数回（例えば３～５回）の凍結サイクル及び室温での融解サイクルに
よって当業者に既知の技術を使用して、細胞を溶解する。好ましくは、溶解はモニタリン
グされる。大きな粒子を遠心分離によって除去し、上清はフィルターを通過させる。タン
パク質含有量を測定し、後の使用のために保存する。この溶解工程の目的は、脱脂プロセ
スによって露出された抗原成分を産生することである。
【００９８】
　当業者に既知の方法に従って、末梢血から樹状細胞を生成した後に、樹状細胞を培養す
る、すなわち、約７日間培養し、次にさらにキーホールリンペットヘモシニアン（ＫＬＨ
）及び前記癌細胞溶解物と共に培養する。当業者は、ＫＬＨ、腫瘍溶解物、及びＤＣの相
対量は、処理される腫瘍の種類に依存及び関連することを認識する。結果として生じた細
胞をＰＢＳで洗浄し、次に処理における使用のためにＲＰＭＩ－１６４０中で再懸濁する
。１つの実施形態では、細胞ワクチン調製物を、生理食塩水、ＰＢＳ、又は他の承認され
た溶液（これらに限定されない）のようなヒトへの投与に適切な溶液で調製する。このプ
ロセスはＤＣ－癌細胞ハイブリッドを作製する。
【００９９】
　当業者に一般に既知であるように、ＫＬＨに加えて他の分子、例えばチログロブリン又
は血清アルブミンが使用されてもよいことが理解される。
【０１００】
本発明の方法により産生された実施形態１のワクチンの投与
　脱脂された癌細胞を動物又はヒトに投与する場合、ワクチンを産生するために、この脱
脂された癌細胞を薬学的に許容可能なキャリアと典型的には組み合わせ、任意で当業者に
既知であるように、アジュバント又は免疫賦活剤と組み合わせる。ワクチン製剤は、単位
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用量形態で便利に与えられ、当業者に既知の従来の薬学的技術によって調製されていても
よい。そのような技術は、有効成分及び液体キャリア（薬学的キャリア又は賦形剤）を一
様及び密接に接触させることを含む。非経口投与に適切な製剤は、酸化防止剤、緩衝液、
静菌剤、及び対象の受容者の血液と製剤を等張にする溶質を含み得る水溶性及び非水溶性
の無菌注射溶液と、懸濁化剤及び増粘剤を含み得る水溶性及び非水溶性の無菌懸濁液を含
む。
【０１０１】
　製剤は、単位用量容器又は複数用量容器（例えば密封したアンプル及びバイアル）中で
提供され、使用の直前に無菌液体キャリア（例えば注射用水）の追加のみを必要とする凍
結乾燥状態で保存されてもよい。ワクチンは約４℃～－１００℃の温度で保存されてもよ
い。ワクチンは室温を含む様々な温度で凍結乾燥された状態で保存されてもよい。即時注
射溶液及び懸濁液は、当業者によって一般に使用される無菌の粉末、顆粒及び錠剤から調
製されていてもよい。ワクチンは、当業者に既知の従来の手段によって滅菌されてもよい
。そのような手段は濾過、放射線照射及び熱を含むが、これらに限定されない。本発明の
ワクチンは、細菌増殖を阻害するためにチメロサールのような静菌剤と組み合わせてもよ
い。
【０１０２】
　好ましい単位用量製剤は、投与された成分の、用量又は単位又は適切なその一部を含む
ものである。特に上で述べられた成分に加えて、本発明の製剤は、当業者が一般に使用す
る他の試薬を含んでもよいことが理解されるべきである。
【０１０３】
　ワクチンは、口腔及び舌下を含む経口、直腸、非経口、エアロゾル、鼻、筋肉内、皮下
、皮内、静脈内、腹腔内、及び局所的のような、様々な経路によって投与されてもよい。
ワクチンは、例えば腋窩リンパ節、鼠径リンパ節又は頚リンパ節のようなリンパ節への投
与、又は腸のリンパ組織（ＧＡＬＴ）を介してリンパ組織の付近に投与されてもまたよい
。
【０１０４】
　本発明のワクチンは、溶液、エマルジョン及び懸濁液、ミクロスフェア、粒子、微粒子
、ナノ粒子及びリポソーム（これらに限定されない）を含む、様々な形態で投与されても
よい。約１～５回の投与が、１回の免疫付与レジメン当たりに必要とされ得ることが予測
される。初回注射は、約１ｎｇ～１ｇ、約０．１ｍｇ～８００ｍｇ、及び約１ｍｇ～５０
０ｍｇの範囲であり得る。追加注射は、１ｎｇ～１ｇ、約０．１ｍｇ～７５０ｍｇ、及び
約０．５ｍｇ～５００ｍｇの範囲であり得る。投与量は投与経路によって変化する。筋肉
注射は約０．０１ｍｌ～１．０ｍｌの範囲であり得る。
【０１０５】
　必要であれば、例えば患者の年齢及び大きさを考慮して、ワクチンを投与する医学又は
獣医学分野の当業者は、初回注射及び追加注射で投与されるワクチン量に精通しているだ
ろう。初回注射は、癌細胞の総タンパク質に基づいて約１ｎｇ未満～１ｇの範囲であり得
る。非限定的な範囲は１ｍｌ～１０ｍｌであり得る。投与量は投与経路に依存して変化し
てもよい。
【０１０６】
　本発明のワクチンは癌を検出した後に投与されてもよい。本発明のワクチンはヒト又は
動物のいずれかに投与されてもよい。１つの実施形態において、脱脂された癌細胞の導入
によって、癌の増殖が低減されてもよい。別の実施形態において、脱脂された癌細胞の導
入によって、癌の大きさが実際に減少する。
【０１０７】
　別の実施形態において、本発明のワクチンは、癌の発症を予防するか又は遅らせるため
に、癌のない又は癌を発症する危険性の高い個体に投与されてもよい。例えば、卵巣癌及
び／又は乳癌を有していた母親及び／又は祖母を持つ女性は、卵巣癌又は乳癌を発症する
可能性が高い。他の伴性の癌は当業者に既知であり、腫瘍学者は、家族歴、又は家族歴と
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罹患しやすい環境因子若しくはライフスタイル因子との相互作用に基づいて、癌を発症す
る可能性が高いことを、患者に慣例的に助言する。本発明のワクチン投与、例えば卵巣癌
を発症する危険性がある個体への卵巣癌に対するワクチンの投与は、その個体の卵巣癌の
発生を遅らせるか又は予防する。
【０１０８】
本発明の方法により産生された実施形態２のワクチンの投与
　上記されるように、ＤＣ－癌溶解物を生成した後に、それはワクチンを産生するために
薬学的に許容可能なキャリアと典型的には組み合わされ、そして任意で当業者に既知であ
るように、アジュバント又は免疫賦活剤と組み合わされる。ワクチン製剤は、単位用量形
態で便利なように提供され、当業者に既知の従来の薬学的技術によって調製されていても
よい。そのような技法は、有効成分及び液体キャリア（薬学的キャリア又は賦形剤）を一
様及び密接に接触させることを含む。非経口投与に適切な製剤は、酸化防止剤、緩衝液、
静菌剤、及び対象の受容者の血液と製剤を等張にする溶質を含み得る水溶性及び非水溶性
の無菌注射溶液と、懸濁化剤及び増粘剤を含み得る水溶性及び非水溶性の無菌懸濁液とを
含む。
【０１０９】
　ＤＣ療法の実行に対する１つの好ましいアプローチは、皮内投与又はリンパ節への直接
投与を含む。１つの例示的な実施形態では、患者は、３週間ごとに最低１回及び最大１０
回の免疫付与のために、自己由来の癌溶解物をパルスしたＤＣを受ける。例えば、患者は
３週間隔で４回のワクチン接種を受ける。免疫付与は臨床応答に依存して継続する。１つ
の実施形態において、１回のワクチン接種当たり注射される樹状細胞は、１０×１０5～
３２×１０6個である。しかしながら、癌の型及び要求される免疫の型によって、細胞の
数が可変的であることは当業者によって認識される。患者は、毒性及び他の臨床応答につ
いてモニタリングされる。
【０１１０】
アジュバンド
　当業者に既知の様々なアジュバンドが、ワクチン組成物の一部として投与され得る。そ
のようなアジュバンドは、ポリマー、ブロックコポリマーを含むポリオキシエチレン－ポ
リオキシプロピレンコポリマー等のコポリマー；ポリマーＰ１００５；モノチド（monoti
de）ＩＳＡ７２；完全フロインドアジュバンド（動物用）；不完全フロインドアジュバン
ド；ソルビタンモノオレエート；スクアレン；ＣＲＬ－８３００アジュバンド；ミョウバ
ン；ＱＳ２１、ムラミールジペプチド；トレハロース；マイコバクテリア抽出物を含む細
菌抽出物；解毒した内毒素；膜脂質；油中水型混合物、水中油中水型混合物又はこれらの
組み合わせを含むが、これらに限定されない。
【０１１１】
液体及びキャリアの懸濁
　当業者に既知の様々な懸濁する流体又はキャリアは、ワクチン組成物を懸濁するのに利
用されてもよい。そのような流体は、滅菌水、生理食塩水、緩衝液、増殖培地に由来した
複雑な流体又は他の体液を含むが、これらに限定されない。当業者に既知の防腐剤、安定
剤及び抗生物質は、ワクチン組成物中で利用されてもよい。
【０１１２】
　以下の参考文献がその全体において本明細書中に参照として援用される：Jocham et al
., Lancet 2004: 363, 594-599; Rosenberg, N.E. Journ. Med. 2004: 350, 14-1461-146
3; Yamanaka et al., Brit. J. Cancer 2003: 89, 1172-1179; Brossart, Transfusion &
Apheresis Sci. 2002: 27, 183-186; O'Rourke et al., Cancer Immunol. Immunother. 2
003: 52, 387-395; Lotem et al., Brit. J. Cancer 2994: 90, 773-780; Hersey et al.
, Cancer Immunol. Immunother. 2004: 53, 125-134; Limuna et al., J. Clin. Invest.
 2004: 113, 1307-1317。
【０１１３】
　以下の実験的な実施例は、癌細胞の脱脂プロセスを行ったこと、及び特に癌細胞が改変
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示すことに言及している。他の実施形態及び用途が当業者に明らかになり、本発明がこれ
らの具体的且つ例示的な実施例又は好ましい実施形態に限定されないことが認識されるだ
ろう。
【実施例１】
【０１１４】
脱脂プロトコル
　癌細胞の脱脂は以下のように達成することができる。表２に示される癌細胞、例えばリ
ン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中の約８×１０5個の細胞に、最終的な容量で３％ジイソ
プロピルエーテル（ＤＩＰＥ）及び０．０５％トリトンＸ－１００を加えた。癌細胞を１
ｍｌの生理食塩水中で再懸濁した。０．０５％トリトンＸ－１００及びＤＩＰＥは、最終
的な濃度の３％まで加えられた。ＤＩＰＥ（３０μｌの希釈していない（neat）ＤＩＰＥ
）を１００％として癌細胞懸濁液に加え、５μｌの希釈していない（１００％）トリトン
も加えて、１ｍＬの癌細胞懸濁液の最終的な容量を作製した。溶媒混合物もまた独立して
作製し、次に癌細胞懸濁液に加えることができる。癌細胞懸濁液を、室温で２０分間転倒
により混合した。サンプルを、続いて１０００ｒｐｍで１分間遠心分離した。残存溶媒は
、炭カラムを通して除去した。溶媒除去工程後に、細胞懸濁液を２．５ｍｌの最終的な容
量に希釈した。再懸濁されたペレットのアリコートを、下記に述べられるように、癌細胞
の脱脂を確認するための総コレステロール含有量又は総タンパク質含有量を検出するのに
使用した。
【０１１５】
　上記の手順は、脱脂の規模によって修正することができることは、当業者には容易に明
らかであるだろう。例えば、大規模な脱脂手順で、又はおそらく細胞懸濁液比率に対する
異なる溶媒で、バルク溶媒層を除去することができ、残存溶媒に炭の使用による吸収又は
遠心分離による除去のいずれかを行なう。
【実施例２】
【０１１６】
総コレステロール含有量及び総タンパク質含有量
　実施例１からの再懸濁液溶液のアリコートを総コレステロール分析に使用した。実施例
１からの再懸濁液溶液のさらなるアリコートを、市販のキットを使用して、総タンパク質
測定に使用した。例えば、実施例１からの５０μｌの再懸濁液溶液を、アンプレックスレ
ッド総コレステロール分析（Amplex Red Total Cholesterol Assay）（Molecular Probes
, Eugene, Oregon）に使用した。別の５０μｌの再懸濁液溶液は、バイオラッド総タンパ
ク質測定（BioRad Total Protein Assay）（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA）を使
用して、総タンパク質測定に使用した。これらの研究の結果は表３に示され、コレステロ
ール濃度の減少によって観察されるように、ソースにかかわらず脱脂されたすべての癌細
胞株が首尾よく脱脂されたことを実証する。明らかに、実施例１に記述される３％ＤＩＰ
Ｅ－０．０５％トリトンＸ－１００のプロトコルは、マウス癌細胞株Ｂ１６－Ｆ１０を含
む様々な癌細胞から脂質を効率的に除去する。表３により、５０％超のタンパク質が保持
されている一方、コレステロールの９９％超が除去されていることが実証される。明らか
に、Ｂ１６－Ｆ１０及びＴＦ－１細胞株は、非常に効率的に脱脂された。さらに、良好な
タンパク質回収率が達成されることから、細胞構造が維持されていると考えられる。
【０１１７】
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【表２】

【０１１８】
【表３】

【実施例３】
【０１１９】
未熟な樹状細胞の取り込み
　未熟な樹状細胞（ＤＣ）は古典的な抗原提示細胞（ＡＰＣ）である。これらのＤＣは、
効率的に病原体全体を取り込み、癌細胞／抗原を処理し、且つ抗体産生のためにＢ細胞に
及び細胞介在性免疫応答のためにＴ細胞にエピトープを提示する。この実験において、未
熟なＤＣを、蛍光活性化細胞分別（ＦＡＣＳ）装置のフルオレセインイソチオシアネート
（ＦＩＴＣ）チャンネルで読み取る色素（図１の「Ａ」）により標識した。脱脂されたＢ
１６－Ｆ１０黒色腫を、ＦＡＣＳ装置のフィコエリトリン（ＰＥ）チャンネルで読み取る
別個の色素（図１の「Ｃ」）により標識した。したがって、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細
胞がＤＣによって取り込まれる場合、そのときＢ１６－Ｆ１０細胞の蛍光は低減するが、
ＤＣの蛍光は損なわれないままである。
【０１２０】
　樹状細胞の取り込みプロトコルは、簡潔には、ＰＫＨ２６－ＧＬ（赤色色素シグマ（Re
d Dye Sigma）－ＰＥ）を使用して、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞を標識すること、及
び１：１の比率（１×１０7：１×１０7）でＰＫＨ６７－ＧＬ（緑色色素シグマ（Green 
Dye Sigma）－ＦＩＴＣ）で標識された未熟なＪＡＷＳ－ＩＩ細胞と共にインキュベート
することを含んでいた。２４時間のインキュベート後に、フローサイトメトリー分析を実
行し、食作用を二重陽性細胞の数によって定義した。
【０１２１】
　２ｍｌの容量中に２×１０-6ＭのＰＫＨ２６色素及び１×１０7細胞数／ｍｌの最終的
な濃度で染色するために、以下の工程を無菌技法を使用して実行した：
１． 接着細胞又は結合細胞は、最初に、タンパク質分解酵素（すなわちトリプシン／Ｅ
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ＤＴＡ）を使用して取り出し、単細胞浮遊液を形成した。
２． 工程はすべて２５℃で実行された。合計約２×１０7個の単細胞を円錐形の底のポリ
プロピレンチューブに入れ、無血清培地を使用して１回洗浄した。
３． 細胞を５分間遠心分離し（４００×ｇ）、ゆるい沈殿とした。
４． 遠心分離後に注意深く上清を吸引し、ペレットにわずか２５μｌの上清を残した。
５． １ｍｌの希釈剤Ｃ（Diluent C）（染色キットと共に供給される）を加え、溶液（Ｐ
ＫＨ６７－ＧＬ（緑色蛍光性細胞結合色素）、及びＰＫＨ－ＧＬ（赤色蛍光性細胞結合色
素）、Sigma, St. Louis, MO）を、完全な分散を確実にするためにピペッティングによっ
て再懸濁した。
６． 染色の直前に、４×１０-6ＭのＰＫＨ２６色素を希釈剤Ｃを使用して、ポリプロピ
レンチューブ中に調製した（２×ストックとして）。エタノール作用を最小限にするため
に、加えられた色素の量は個別のサンプル量の１％未満である。色素ストックのさらなる
希釈が必要である場合、中間ストックを１００％エタノールでの希釈によって作製する。
その調製物は室温（２５℃）で保存する。
７． １ｍｌの細胞（２×１０7個）を、１ｍｌのＰＫＨ２６色素（１×１０7細胞数／ｍ
ｌ）に迅速に加えた。サンプルをピペッティングによって混合した。
８． その溶液を２５℃で２～５分間インキュベートした。２５℃でのこの染色期間に、
混合を確実にするためにチューブを周期的にゆっくりと転倒した。
９． 染色反応を停止するために、等量の血清又は適合するタンパク質溶液（すなわち１
％のＢＳＡ）を加え、１分間インキュベートした。
１０． 血清で停止したサンプルを、等量の完全培地で希釈した。
１１． 染色溶液から細胞を取り出すために、細胞を２５℃で１０分間４００×ｇで遠心
分離した。
１２． 上清を除去し、細胞ペレットをさらなる洗浄のために新しいチューブに移した。
１３． 細胞を洗浄するために１０ｍｌの完全培地を加え、次に遠心分離して、所望の濃
度に再懸濁した。
【０１２２】
　図１及び図２は、ＤＣが、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞を効率的に取り込むことを示
す。
【実施例４】
【０１２３】
ｉｎ ｖｉｖｏの研究－治療的ワクチン接種
　実施例３において観察されたＤＣによるＢ１６－Ｆ１０細胞の効率的な取り込みが任意
の治療的ワクチン接種に利益をもたらしたか否かを調べるために、Ｂ１６癌を有するマウ
スを、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞をパルスした自己ＤＣで１回ワクチン接種した。
【０１２４】
　簡潔には、樹状細胞のパルス（pulsing）は、１×１０6個の未熟な骨髄由来樹状細胞（
ＢＭＤＤＣ）を、１ｘ１０6個の脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞及び１００ｎｇ／ｍｌリ
ピドＡの２４時間のパルスから成る。リピドＡを加える前に、細胞をさらに２４時間イン
キュベートした。２ｍｌの培地を除去し、ＧＭ－ＣＳＦ（１０ｎｇ／ｍｌマウスＧＭ－Ｃ
ＳＦ）及びリピドＡを含む２ｍｌの培地を戻して加えることによって、成熟した細胞にＧ
Ｍ－ＣＳＦ及びリピドＡを与えた。
【０１２５】
　癌抗原の調製は、使用される癌細胞、例えば本発明の方法（例えば３％ＤＩＰＥ及び０
．０５％トリトンＸ－１００の溶媒混合物）を使用して脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞か
ら成る、Ｂ１６－Ｆ１０細胞を必要とした。
【０１２６】
　マウスは、まずＰＢＳ中の２×１０5個のＢ１６－Ｆ１０細胞（５０μｌ）を皮下注射
することによって曝露された。次にｉｎ ｖｉｖｏにおけるマウスの接種は、Ａ．免疫付
与されていない（ＰＢＳ）マウスと、Ｂ．２×１０5個のＢＭＤＤＣのみで免疫付与した
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マウスと、Ｃ．２×１０5個の脱脂されたＢ１６－Ｆ１０のみで免疫付与したマウスと、
Ｄ．脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞をパルスしたＢＭＤＤＣで免疫付与したマウスの試験
群（１群当たり５匹のマウス）を使用して実行した。実験計画を図１１に示す。
【０１２７】
　実験的な目的は治療上の癌モデルを提供することであった。多くの癌患者が既存の癌を
有し、１つの目標は、癌増殖を抑制し、したがって患者の生存を促進することである。図
３及び図４は、ワクチンのただ１回の追加免疫後に、対照群と比較して、ワクチン接種し
た群において癌増殖の抑制が観察されたことを示している。上記された実験において、対
照群は自己ＤＣのみでワクチン接種した。本発明者らは、ワクチン接種したＤＣが自己癌
細胞を取り込む可能性があり、癌に対する免疫応答を促進することができるので、この対
照群はＰＢＳ対照群を使用するよりも正確であると考える。この実験の重要な特徴は、結
果がただ１回のワクチン接種のサイクルの後に観察されたということである。多くのワク
チン接種の手順は、免疫応答を生ずるために、複数のワクチン接種の繰り返しを必要とす
る。ＰＢＳの対照と比較して、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞によるワクチン接種は癌増
殖を減少させたが（図３）、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞をパルスしたＤＣをマウスに
ワクチン接種した場合ほど強力に減少させなかった（図４）。わずかな減少は、脱脂され
たＢ１６－Ｆ１０細胞を取り込み、それらを処理するワクチン接種の局在領域において存
在するＤＣのためであり得る（図１及び図２に実証されたように）。全体として、脱脂さ
れたＢ１６－Ｆ１０細胞によるワクチン接種は、単独で又は樹状細胞ハイブリッドとして
、異なる程度で既存のＢ１６黒色腫に対して防御することをこの実験は実証した。
【実施例５】
【０１２８】
ｉｎ ｖｉｔｒｏの研究－予防的ワクチン接種
　脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞をパルスしたＤＣが、マウスでＢ１６癌が発症するのを
予防するという点で何らかの利益を有するか否かを調べるために、以下に述べるようにマ
ウスを１回ワクチン接種し、Ｂ１６－Ｆ１０癌細胞で免疫性を試験した。
【０１２９】
　簡潔には、利用される癌細胞、例えばＢ１６－Ｆ１０細胞は、
ａ）本発明の方法、例えば３％ＤＩＰＥ及び０．０５％トリトンＸ－１００の溶媒混合物
を使用して脱脂された細胞、又は
ｂ）複数の凍結融解サイクルを使用して溶解されたＢ１６－Ｆ１０細胞
から成っていた。
【０１３０】
　次にｉｎ ｖｉｖｏにおけるマウスの接種は、Ａ．免疫付与されていない（ＰＢＳ）マ
ウスと、Ｂ．２×１０5個のＢＭＤＤＣのみで免疫付与したマウスと、Ｃ．２×１０5個の
脱脂されたＢ１６－Ｆ１０のみで免疫付与したマウスと、Ｄ．脱脂されたＢ１６－Ｆ１０
細胞をパルスしたＢＭＤＤＣで免疫付与したマウスの試験群（１群当たり５匹のマウス）
を使用して実行した。免疫付与後６日目において、マウスは反対側の横腹に５×１０5個
のＢ１６－Ｆ１０細胞を皮下注射することで曝露された。実験計画を図１２に示す。
【０１３１】
　実験は、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞をパルスしたＤＣによるワクチン接種は、マウ
スをＢ１６－Ｆ１０癌細胞の曝露から適切に防御しないことを示した（図５及び図６）。
しかしながら、本発明者らは、Ｂ１６－Ｆ１０黒色腫が効率的に免疫応答を引き起こさな
いので、Ｂ１６－Ｆ１０黒色腫が低免疫原性腫瘍モデルと考えられることに気付いた。し
たがって、本発明者らは、複数のワクチン接種の繰り返しが予防的癌モデルにおいて効果
的かもしれないと推測する。
【実施例６】
【０１３２】
治療的ワクチン接種及び癌抗原特異的免疫応答
　脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞、又は脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞をパルスしたＤＣ
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のいずれかによるワクチン接種が腫瘍抗原特異的免疫応答を生じさせるか否かを判定する
ために、Ｂ１６特異的な腫瘍抗原ＧＰ１００及びＴＲＰ－２に対する抗体価を測定した。
【０１３３】
　ＥＬＩＳＡ分析を、マウス血清試料に対して以下のように実行した。プレートをコート
するために、ペプチドを、コーティング緩衝液（５０ｍＭトリス（ｐＨ９．５））中に５
μｇ／ｍｌに希釈した。Nunc ImmulonのＨＢＸ ９６ウェルＥＬＩＳＡプレートの各々の
ウェルは１００μｌ／ウェルでコートされた。各々のプレートを密閉し、一晩インキュベ
ートした。プレートを軽く叩き、ペーパータオルでしみこませて、タンパク質をウェルか
ら除去した。
【０１３４】
　プレートをブロッキングするために、２００μＬのブロッキング緩衝液（２％ＦＢＳ、
１×ＰＢＳ）を、すべてのウェルに加えた。各々のプレートを密閉し、３７℃で１～２時
間インキュベートした。各々のウェルを、１５０μＬの洗浄緩衝液（１×ＰＢＳ、０．０
５％ツイーン－２０）で６回洗浄した。
【０１３５】
　以下のように、一次抗体を調製した。簡潔には、サンプル希釈緩衝液（１×ＰＢＳ、５
％正常ヤギ血清（ＮＧＳ））中に、１：２０希釈のマウス血清サンプルを調製した。１：
２００、１：４００、１：１０００及び１：２０００の希釈液を調製した。プレートを希
釈血清５０μＬでコートし、６０分間室温でインキュベートした。プレートを、１５０μ
Ｌの洗浄緩衝液で６回洗浄した。
【０１３６】
　以下のように、二次抗体を調製した。簡潔には、二次抗体（Ｆｃ特異的ヤギ抗マウスＨ
ＲＰ、Sigmaから）をサンプル希釈緩衝液中で１：１００００に希釈した。各々のウェル
を１００μｌ／ウェルでコートし、４５分間室温でインキュベートした。ウェルを、１５
０μＬの洗浄緩衝液で６回洗浄した。
【０１３７】
　ＥＬＩＳＡの発色は、各々のウェルに１００μＬのＴＭＢ基質（Sigma）の添加を必要
とし、室温で５分間インキュベートした。反応を１００μＬの１Ｎ硫酸で停止した。プレ
ートをプレートリーダーで４５０ｎｍの吸光度で読み取った。
【０１３８】
　脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞によるワクチン接種は、ＰＢＳでワクチン接種した対照
群よりも、高い抗体価を生じることが観察された（図７及び図８）。しかしながら、脱脂
されたＢ１６－Ｆ１０細胞をパルスしたＤＣははるかに高い全体の抗体価を有しており（
図９及び１０）、これにより脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞をパルスしたＤＣが、抗原処
理及び抗原提示を実質的に促進したことが示された。脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞をパ
ルスしたＤＣを受ける動物における抗体価は、ＤＣだけでワクチン接種された動物におけ
る力価よりもはるかに高かった。この結果は、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞がＤＣによ
って効率的に処理及び提示され、それが促進された免疫応答をもたらすことを実証する。
ＤＣ単独によるワクチン接種も、抗体応答を促進することが観察され（図９及び１０）、
恐らくこれは、既に存在する癌細胞を取り込んで、免疫応答のためにそれらを処理する導
入したＤＣのためである。しかしながら、取り込み率、処理率及び／又は提示率は、脱脂
されたＢ１６－Ｆ１０細胞をパルスしたＤＣを受ける動物よりも低かった。全体としては
、本発明者らは、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞のワクチン接種が、Ｂ１６腫瘍抗原のＴ
ＲＰ－２及びＧＰ１００に対する抗体を促進することを観察した（図７及び図８）。さら
に、本発明者らは、脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞をパルスしたＤＣのワクチン接種を受
けた動物は、Ｂ１６腫瘍抗原のＴＲＰ－２及びＧＰ１００に対する非常に促進された抗体
価を示すことを見出した（図９及び図１０）。本発明者らは、成熟したＤＣが、マウスか
らの既に存在する癌を取り込み、それらを処理し、それらを免疫系に提示することが可能
であることを観察したが、このプロセスはＤＣが脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞でパルス
された場合ほど効率的ではない。
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【実施例７】
【０１３９】
骨髄由来樹状細胞の回収及び増殖のためのｉｎ ｖｉｖｏの実験的な手順
　以下は、骨髄由来樹状細胞（ＢＭＤＤＣ）のｉｎ ｖｉｖｏの回収及び増殖のための方
法を記述する。この実験において、使用されるマウス種はＣ５７ＢＬ／６（約８～１６週
齢）であった。５匹のマウスが各々の群に割り当てられた。この実験における癌モデルは
、免疫原性の低い腫瘍モデルであると知られているＢ１６－Ｆ１０黒色腫（Ｃ５７ＢＬ／
６マウス中）であった。骨髄を、大腿骨及び脛骨からFalconの１００μｍナイロン細胞ス
トレーナーを通して回収した。
【０１４０】
骨髄調製
　４～１２週齢のＣ５７ＢＬ／６のメスマウスの大腿骨及び脛骨を、Kleenexのティッシ
ュペーパーでこすることによって周囲の筋組織から取り出し精製した。無傷の骨を、消毒
のために７０％エタノール中に２～５分間置き、ＰＢＳで洗浄した。骨の両端をはさみで
切断し、直径０．４５ｍｍの針を備えた注射器を使用して、骨髄をＰＢＳで洗い流した。
骨髄懸濁液中の塊を崩すために、激しいピペッティングを使用した。次にその懸濁液をＰ
ＢＳで１回洗浄した。細胞を、ペニシリン（１００Ｕ／ｍＬ、Sigma）、ストレプトマイ
シン（１００Ｕ／ｍＬ、Sigma）、Ｌ－グルタミン（２ｍＭ、Sigma）、２－メルカプトエ
タノール（５０μＭ、Sigma）、１０％の熱不活性化した濾過したウシ胎仔血清を補充し
た（Ｒ１０）ＲＰＭＩ－１６４０（ＧＩＢＣＯ ＢＲＬ）（Millipore又はCorningの０．
２２μｍフィルターですべてろ過した）に再懸濁した。
０日目：骨髄の播種。白血球を、２００Ｕ／ｍｌ（＝２０ｎｇ／ｍｌ）のｒｍＧＭ－ＣＳ
Ｆを含む１０ｍｌのＲ１０培地中で１００ｍｍのディッシュ当たり２×１０6個で播種し
た。
３日目：２００Ｕ／ｍｌのｒｍＧＭ－ＣＳＦを含む１０ｍｌのＲ１０培地をさらに加えた
。
６日目：培養上清の半分を回収し、取り出した培養上清を遠心分離し、ペレットを２００
Ｕ／ｍｌのｒｍＧＭ－ＣＳＦを含む１０ｍｌの新しいＲ１０培地中で再懸濁した。その懸
濁液をもとのプレートに再び戻した（re-plated back）。
７日目：未熟なＤＣに、溶解又は脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞を与えた。１×１０6個
のＤＣ及び１×１０6個の脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞を２４時間加えた。
【０１４１】
成熟の完了
８日目：ＤＣ及び脱脂されたＢ１６－Ｆ１０細胞を、１００ｎｇ／ｍｌのリピドＡ又は１
μｇ／ｍｌのリポ多糖類（ＬＰＳ）＋３０～１００Ｕ／ｍｌのｒｍ（組換型マウス）ＧＭ
－ＣＳＦを使用して成熟させた。注射に先立って、細胞をさらに２４時間インキュベート
した。
【０１４２】
細胞収率の評価
　培養された細胞を１回洗浄した。細胞のアリコートを、トリパンブルー溶液（Sigma）
と共に１：１（体積：体積）で混合した。トリパンブルー陰性の大きな白血球（赤血球は
大きさ及び形によって除外された）を生細胞として、顕微鏡下で計測した。
【０１４３】
ＦＡＣＳ分析
　１×１０5個の細胞を、０．１％アジ化ナトリウムを含む５０μｌハイブリドーマ培養
上清、又は精製された一次抗体及び二次抗体により染色した（M.B. Lutz et al. Journal
 of Immunological Methods 223(1999)77-92 79を参照）。細胞並びに一次抗体及び二次
抗体（５～２０μｇ／ｍｌ）を、氷上で３０分間インキュベートした。一次試薬及び二次
試薬を、５％ウシ胎仔血清（ＦＣＳ）及び０．１％アジ化ナトリウムを含むＰＢＳ中で希
釈し、このＰＢＳは洗浄培地としてもまた有用だった。サンプルをＦＡＣＳｃａｎ（Bect
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on Dickinson, Heidelberg, Germany）により分析した。
【０１４４】
　以下の抗体が、Leenen et al, 1997で概説された培養上清としての表面染色及び細胞質
染色に使用された：ＭＨＣ分子：Ｈ－２ Ｋ－ＦＩＴＣ＿Ｍ１ｒ４２、ラットＩｇＧ２ａ
（Pharmingen, San Diego, CA）；共刺激接着分子：ＣＤ８０＿Ｂ７－１－ＰＥ、１６－
１０Ａ１、ハムスターＩｇＧ（Pharmingen）、ＣＤ８６＿Ｂ７－２－ＦＩＴＣ、ＧＬ１、
ラットＩｇＧ２ａ（Pharmingen）；ＣＤ４０－ＰＥ－ＨＭ４０－３、ラットＩｇＧ２ｂ（
Pharmingen）；ＤＣマーカー：ＣＤ２５＿ＩＬ－２Ｒａ、７Ｄ４、ラットＩｇＭ、ＮＬＤ
Ｃ－１４５ ＤＥＣ－２０５、ラットＩｇＧ２ａ、ＣＤ１１ｃ ＰＥ＿ＨＬ３、ハムスター
ＩｇＧ－ＰＥ、Ｇ２３５－２３５６（Pharmingen）。
【０１４５】
　他の文献で詳細に記述されるように、ＢＭＤＤＣのエンドサイトーシス能を調べた（Sa
llusto et al, 1995 and Lutz et al, 1997を参照）。簡潔には、２×１０5個の細胞を、
氷上（表面結合するがエンドサイトーシス無し）で、又は３７℃水浴中（表面結合及びエ
ンドサイトーシス有り）で３０分間、１ｍｇ／ｍｌのＦＩＴＣ－ＤＸと共にインキュベー
トした。細胞を氷冷ＰＢＳで洗浄し、上に記述されるように表面ＭＨＣクラスＩＩ分子に
ついて染色した。
【０１４６】
　全骨髄細胞を、１０ｎｇ／ｍｌマウスＧＭ－ＣＳＦ及び２０ｎｇ／ｍｌマウスＩＬ－４
を補充した完全ＩＭＤＭ（２ｍＭグルタマックス（glutamax）、１００Ｕ／ｍｌペニシリ
ン、１００μｇ／ｍｌストレプトマイシン、５０μＭ ２－ＭＥ、及び５％ＦＣＳ）で６
ウェルプレート中に置いた。各々のウェルから培地の５０％を除去し、等量の新しい増殖
因子を補充したｃＩＭＤＭを加え戻すことによって２、３日ごとに培養物が与えられた。
培養を６～８日間維持した。非接着細胞及び緩く接着した細胞は、ｉｎ ｖｉｔｒｏ及び
ｉｎ ｖｉｖｏの実験のために、回収、洗浄及び使用されなかった。
【０１４７】
　上に引用された特許、出版物及び要約はすべて、それらの全体の参照により本明細書に
おいて援用される。他の実施形態及び用途が当業者に明らかであり、本発明がこれらの具
体的で例示的な実施例又は好ましい実施形態に限定されないことが認識される。上記のも
のは本発明の好ましい実施形態にのみ関し、多数の修正又は変更が、添付された請求項中
で示されるような本発明の精神及び範囲から逸脱されずに、実施されてもよいことが当然
理解されるべきである。
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